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摘  要：目的  从法尼醇受体（farnesoid X receptor，FXR）-硫酸基转移酶 1E1（sulfotransferase 1E1，SULT1E1）通路探讨

盐补骨脂致小鼠胆汁淤积性肝损伤性别差异的潜在机制。方法  ICR 雌性和雄性小鼠连续 ig 不同剂量（5、10、20 g/kg）的

盐补骨脂水煎液 30 d，采用 HPLC 仪检测补骨脂炮制后化学成分含量；采用全自动生化仪检测肝损伤相关指标；取肝脏、脾

脏、肾脏、肺脏以及卵巢、睾丸，称定质量并计算脏器指数；采用苏木素-伊红（HE）染色法进行肝脏病理组织学检查；采

用透射电镜观察盐补骨脂致胆汁淤积性肝损伤的显微结构变化；采用 ELISA 法检测血清中雌二醇（estradiol，E2）、促卵泡

激素（follicle-stimulating hormone，FSH）、促黄体生成素（luteinizing hormone，LH）、白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、

对氧磷酶 1（paraoxonase 1，PON1）及 FXR 含量；采用免疫荧光染色法检测肝脏胆盐输出泵（bile salt export pump，Bsep）、

多药耐药相关蛋白 2（multidrug resistance protein 2，Mrp2）和 SULT1E1 的表达；采用 Western blotting 检测肝脏 FXR、Mrp2、

胆固醇 7α-羟化酶（cholesterol 7α-hydroxylase，CYP7a1）、Bsep、SULT1E1、肝细胞核因子 4α（hepatocyte nuclear factor 4α，

HNF4α）和核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor erythroid-2-related factor 2，Nrf2）蛋白表达。结果  盐补骨脂给药后小鼠肝

脏出现明显的肝细胞肿胀、胆管扩张、血清生化指标升高等病理变化，其中雌鼠更为严重（P＜0.05、0.01、0.001）。免疫荧

光实验显示给药后肝脏 Bsep 和 Mrp2 荧光强度均显著降低（P＜0.05、0.001），但雌鼠更为明显；雌鼠肝脏中 SULT1E1 表达

水平显著降低（P＜0.001），而在雄鼠的肝脏中没有差异。ELISA 结果显示雌鼠和雄鼠血清中 E2、FSH 和 LH 水平均显著升

高（P＜0.05、0.01、0.001），雌鼠更为明显。Western blotting 结果显示，雌鼠给药后肝脏 FXR、Mrp2、Bsep、SULT1E1、

HNF4α 和 Nrf2 表达明显降低（P＜0.05、0.01、0.001），CYP7a1 表达显著升高（P＜0.01）；雄鼠给药后 FXR 和 Bsep 表达明

显降低（P＜0.05、0.01）。结论  盐补骨脂通过 HNF4α 调控 FXR-SULT1E1 信号通路，补骨脂下调了胆固醇和胆汁酸生物合

成的关键酶 SULT1E1，增加了胆汁淤积性肝损伤的风险，这可能是肝损伤性别差异的主要原因。 
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Abstract: Objective  To explore the potential mechanism of salt-processed Buguzhi (Psoraleae Fructus) induced gender difference 

of cholestatic liver injury in mice through farnesoid X receptor (FXR)-sulfotransferase 1E1 (SULT1E1) pathway. Methods  ICR 

female and male mice were subjected to continuous ig of different dosages (5, 10, 20 g/kg) of salt-processed Psoraleae Fructus water 
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decoction for 30 d, and chemical composition content of processed Psoraleae Fructus was detected by HPLC; Fully automated 

biochemical analyzer was used to detect liver injury related indicators; Liver, spleen, kidney, lung, ovary and testis were taken and 

weighed, organ index was calculated. Hematoxylin-eosin (HE) staining method was used for histopathological examination of liver. 

The microscopic structure of cholestatic liver injury induced by salt-processed Psoraleae Fructus was observed by transmission 

electron microscopy. ELISA was used to detect the levels of estradiol (E2), follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone 

(LH), interleukin-6 (IL-6), paraoxonase 1 (PON1) and FXR in serum; The expressions of bile salt export pump (Bsep), multiple drug 

resistance protein 2 (Mrp2) and SULT1E1 in liver were detected by immunofluorescence staining; Western blotting was used to detect 

FXR, Mrp2, cholesterol 7α-hydroxylase (CYP7a1), Bsep, SULT1E1, hepatocyte nuclear factor 4α (HNF4α) and nuclear factor E2 

related factor 2 (Nrf2) protein expressions in liver. Results  After the administration of salt-processed Psoraleae Fructus, liver of 

mice showed significant liver cell swelling, bile duct dilation, and elevated serum biochemical indicators, with female mice showing 

more severe pathological changes (P < 0.05, 0.01, 0.001). The immunofluorescence experiment showed that fluorescence intensity of 

Bsep and Mrp2 in liver were significantly decreased after administration (P < 0.05, 0.001), but it was more pronounced in female mice; 

The expression level of SULT1E1 was significantly reduced in liver of female mice (P < 0.001), while there was no difference in liver 

of male mice. ELISA results showed a significant increase in E2, FSH and LH levels in serum of both female and male mice (P < 0.05, 

0.01, 0.001), with female mice being more pronounced. Western blotting results showed that FXR, Mrp2, Bsep, SULT1E1, HNF4α 

and Nrf2 expressions in liver of female mice after administration were significantly reduced (P < 0.05, 0.01, 0.001), while the 

expression of CYP7a1 was significantly increased (P < 0.01); The expressions of FXR and Bsep in male mice were significantly 

decreased after administration (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Salt-processed Psoraleae Fructus regulates the FXR-SULT1E signaling 

pathway through HNF4α, reduces the key enzyme SULT1E1 for cholesterol and bile acid biosynthesis, increases the risk of cholestatic 

liver injury, which may be the main reason for gender differences in liver injury. 

Key words: salt-processed Psoraleae Fructus; farnesoid X receptor-sulfotransferase 1E1; hepatocyte nuclear factor 4α; cholestatic 

liver injury; estrogen; gender difference 

补骨脂是豆科植物补骨脂 Psoralea corylifolia 

L.的干燥成熟果实，几个世纪以来，补骨脂在中国

被广泛用作补益中药，外用可治疗白癜风和牛皮癣。

现代研究表明，作为一种雌激素补充剂，补骨脂具

有抗菌、抗氧化和抗肿瘤作用，能改善腹泻、骨质

疏松和抑郁症状[1-2]。近年来，越来越多的研究报道

了补骨脂的不良反应，尤其是肝损害，且肝损伤具

有性别差异，文献报道补骨脂更易造成雌性大鼠肝

损伤，但肝损伤性别差异的深层次原因并未阐明[3]。

研究表明，补骨脂给药后大鼠肝脏中 575 个蛋白发

生了显著变化，其中 352 个蛋白显著上调，223 个

蛋白显著下调，其中胆汁分泌、谷胱甘肽代谢、嘌

呤代谢等代谢途径异常明显，提示胆汁酸代谢、氧

化应激、能量代谢和免疫系统紊乱。补骨脂水提物

会引起胆汁酸代谢中胆固醇 7α-羟化酶（cholesterol 

7α-hydroxylase，CYP7a1）、法尼醇受体（farnesoid X 

receptor，FXR）、胆盐输出泵（bile salt export pump，

Bsep）、硫酸基转移酶 2A1（sulfotransferase 2A1，

SULT2A1）等蛋白表达的改变[4]。补骨脂素、异补

骨脂素、bakuchiol 具有丰富的植物雌激素活性[5-6]，

过量的类雌激素植物化学物质可引起肝脏损伤。雌

激素可改变细胞膜胆固醇与磷脂的比例，影响 FXR

的活性，从而下调肝代谢转移酶 SULT1E1，引起肝

脏多药耐药相关蛋白 2（multidrug resistance protein 

2，Mrp2）和 Mrp4 的上调，加剧肝损伤[7]。SULT1E1

可催化雌激素发生硫酸化反应，硫酸化雌激素不能

与雌激素受体结合而丧失雌激素的活性。研究显示，

FXR 通过抑制过氧化物酶体增殖物受体 γ 共激活因

子 -1α（peroxisome proliferator-activated receptor γ 

coactivator-1α ， PGC-1α ）与肝细胞核因子 4α

（hepatocyte nuclear factor 4α，HNF4α）的结合，这

种竞争减少了 HNF4α 的乙酰化和核保留，进而抑

制了依赖 HNF4α 的 SULT1E1 基因的转录[8-10]。 

FXR 参与了促进胆汁酸稳态和胆汁淤积发病

的主要调控机制。FXR 可调控胆汁酸的肝胆运输，

诱导位于肝细胞小管膜的外排转运体的表达，这些

转运体负责胆汁酸从肝细胞运输到胆管。FXR 可上

调 Bsep 和 Mrp2，同时抑制 Na+-牛磺酸钠共转运体

（ sodium taurocholate cotransporting polypeptide ，

NTCP）、CYP7a1 和 CYP8b1 的表达[11]。在配体激

活后，FXR 通过诱导外排转运体 Bsep 和 Mrp2 的表

达来促进胆汁酸的分泌 [12-14]。它还通过降低吸收

NTCP 和有机阴离子转运多肽（ organic anion 

transporting polypeptides，OATPs）的表达来减少胆
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汁酸的再吸收 [15]，此外，FXR 抑制 CYP7a1 和

CYP8b1 的表达，减少胆汁酸的合成，诱导 CYP3a2

和 SULT1E1 的表达[16]。内源性和合成的雌激素都

可以被 SULT1E1 代谢，如用于激素替代疗法和口

服避孕药的激素。为了进一步探究盐补骨脂肝毒性

的性别差异原因，本研究从 FXR-SULT1E1 信号通

路着手，深度挖掘盐补骨脂肝损伤性别差异的机制，

为更好地指导临床合理用药打下基础。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级 ICR 小鼠 48 只，雌雄各半，14～16 周

龄，体质量 32～36 g，购自北京维通利华实验动物

技术有限公司，许可证号 SCXK（LU）2016-0001，

饲养于动物实验室中，按标准 12 h 光/暗循环饲养。

所有动物均得到人道关怀，所有治疗方案均按照《中

国实验动物管理立法规定》执行，并经南京中医药

大学动物实验中心委员会批准（伦理批准号

202004A038）。 

1.2  药材 

补骨脂（批号 191101，产地为云南大理）购自

安徽亳州中药市场，标本由南京中医药大学陈建伟

教授鉴定为豆科植物补骨脂 P. corylifolia L.的干燥

成熟果实，凭证标本（编号 1804058）保存于南京中

医药大学植物标本馆。 

1.3  药品与试剂 

对照品补骨脂素（批号 ZN-2011166，质量分

数≥99.0%）、异补骨脂素（批号 ZN-2011166，质量

分数≥98%）、补骨脂甲素（批号 ZN-2011137，质量

分数≥99.0%）、corylifol A（批号 ZN-2006018，质

量分数≥99.0%）、4′-O-甲基补骨脂查耳酮（批号ZN-

2001251，质量分数≥98%）、补骨脂定（批号 ZN-

2001253，质量分数≥98%）、补骨脂宁（批号 ZN-

2001251，质量分数≥99.0%）、补骨脂二氢黄酮甲醚

（批号 ZN-2001251，质量分数≥99.0%）、新补骨脂

异黄酮（批号 ZN-2011137，质量分数≥98%）、补骨

脂苷（批号 ZN-2011166，质量分数≥99.0%）、异补

骨脂苷（批号 ZN-2011166，质量分数≥98%）均购

自世洲生物公司；甲醇（色谱纯，4 L，批号 20065159）

和乙腈（色谱纯，4 L，批号 20075136）均购自美国

天地有限公司；甲酸（色谱纯，500 mL，批号

C153320-83）购自上海麦克林生化科技有限公司；

丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）

试剂盒（批号 30501KUD）、天冬氨酸氨基转移酶

（aspartate aminotransferase，AST）试剂盒（批号

30618IUB）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）

试剂盒（批号 30401FUB）、总胆红素（total bilirubin，

TBIL）试剂盒（批号 30810HUC）和总胆汁酸（total 

bile acid，TBA）试剂盒（批号 30101GUB）均购自

南京澳林生物科技；小鼠 FXR 试剂盒（批号

02B190720）、小鼠白细胞介素-6（interleukin-6，IL-

6）试剂盒（批号 01A120820）、小鼠雌二醇（estradiol，

E2）试剂盒（批号 02A160920）、小鼠促卵泡激素

（follicle-stimulating hormone，FSH）试剂盒（批号

01C230920 ）、小鼠 SULT1E1 试剂盒 （ 批号

832X724744）、促黄体生成素（luteinizing hormone，

LH）试剂盒（批号 04A160820）、对氧磷酶 1

（paraoxonase 1，PON1）试剂盒（批号 03D170920）

购自 Anglegene 公司；FXR 抗体（批号 L1719）、

CYP7a1 抗体（批号 H1321）、HNF4a 抗体（批号

H1820）、SULT2A1 抗体（批号 G1917）购自美国

Santa 公司；Mrp2 抗体（批号 2927）、Bsep 抗体（批

号 2928）、核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor 

erythroid-2-related factor 2，Nrf2）抗体（批号 5814）、

SULT1E1 抗体（批号 2928）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）

抗体（批号 9217）购自 SAB 公司；生物素标记的

山羊抗小鼠 IgG/FITC 抗体购自英国 Abcam 公司；

10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶快速制备试

剂盒（批号 03531360）购自上海雅酶生物医药科技

有限公司。 

1.4  仪器 

AU680 型全自动生化仪、Microfuge 22R 型离

心机（美国 Beckman Coulter 公司）；酶标仪（美国

Bio-Rad 公司）；DM1L 型倒置荧光显微镜（德国莱

卡公司）；HT7700 型透射电子显微镜（TEM，日本

日立公司）；自动曝光仪（美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）。 

2  方法 

2.1  盐补骨脂成分测定 

2.1.1  盐补骨脂饮片的制备  取补骨脂适量，加盐

水拌匀，闷透，置炒制容器内，以文火加热，炒至

规定的程度时，取出，放凉，即得盐补骨脂。盐炙

时，每 100 千克饮片用食盐 2 kg。 

2.1.2  混合对照品溶液的制备  分别取 4′-O-甲基

补骨脂查耳酮、补骨脂甲素、corylifol A、补骨脂二

氢黄酮甲醚、补骨脂宁、新补骨脂异黄酮、补骨脂
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定、补骨脂苷、异补骨脂苷、补骨脂素、异补骨脂

素对照品适量，精密称定，分别置于 10 mL 量瓶中，

加入甲醇至刻度，得各个对照品储备液；再分别精

密量取各个对照品储备液适量至同一 10 mL 量瓶

中，加入甲醇至刻度，制成质量浓度分别为 14.70、

22.15、31.46、14.90、32.63、33.81、76.44、237.16、

515.48、68.21、65.46 μg/mL 的混合溶液，即得。 

2.1.3  供试品溶液的制备  称取盐补骨脂粉末（过

4 号筛）约 10 g，精密称定，置于 250 mL 圆底烧瓶

中，加入纯水 100 mL 浸泡 30 min，回流提取，保

持微沸 20 min，滤过，药渣再加入纯水 80 mL，回

流，保持微沸 20 min，滤过，合并 2 次滤液，减压

浓缩，定容至 100 mL，精密量取浓缩液 1 mL，加

入无水乙醇 1 mL，12 000 r/min 离心 10 min，取上

清液过 0.45 µm 微孔滤膜，即得。 

2.1.4  色谱条件  Kromasil C18 色谱柱（250 mm×

4.6 mm，5 µm），流动相为乙腈（A）-0.1%甲酸水溶

液（B），梯度洗脱：0～3 min，5% A；3～15 min，

5%～15% A；15～25 min，15%～18% A；25～35 

min，18%～35% A；35～50 min，35%～40% A；50～

55 min，40%～50% A；55～70 min，50%～100% A；

70～88 min，100%～5% A；88～90 min，5% A；体

积流量为 1 mL/min；柱温为 30 ℃；检测波长为 254 

nm；进样量为 10 µL。 

2.1.5  方法学考察  结果显示具有专属性；线性关

系均达到 0.999 以上；精密度试验 RSD 均小于 3%，

表明仪器精密度良好；重复性试验 RSD 均小于 3%，

表明该方法重复性良好；稳定性试验 RSD 均小于

3.0%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好；各成

分的加样回收率均在 95%～105%，表明该方法准确

度良好。 

2.2  盐补骨脂对雌、雄鼠的肝毒性研究 

2.2.1  分组与给药  分别取 140 g 盐补骨脂，按传

统煎煮方法煎煮，第 1 次加 8 倍量水煎煮，第 2 次

加 6 倍量水煎煮，煎煮液浓缩至 200 mL，冷冻干

燥，制成冻干粉，用于后续毒性试验。将雌、雄 ICR

小鼠随机分为对照组和盐补骨脂低、中、高剂量（5、

10、20 g/kg）组，对照组 ig 生理盐水（10 mL/kg），

各给药组 ig 相应药物，1 次/d，连续 30 d[17]。 

2.2.2  样本采集  给药结束后，小鼠禁食不禁水 24 h，

次日取材；最后一次给药 24 h 后经眼后静脉采血，

血清 4 ℃离心，3000 r/min 离心 15min，静置 4 h，

取上清液于−20 ℃保存。取血结束后，将小鼠腹部

剖开，于 9: 00～13: 00 时取出肝脏。先将肝左叶剪

下一小块，固定于 10%多聚甲醛中，保存待测。剩

余部分一剪为二，部分肝脏在液氮中快速淬火，分

别用冻存管保存起来，做好标记放入−80 ℃冰箱保

存备用。分别称定肝脏、肾脏、脾脏质量，计算脏

器指数。 

脏器指数＝器官质量/体质量×1000 

2.2.3  血清生化指标检测  采用全自动生化仪检测

48 个血清样本中 ALT、AST、ALP 活性及 TBA、

TBIL 含量。 

2.2.4  肝脏组织苏木素-伊红（HE）染色  取固定于

10%多聚甲醛溶液中的小鼠肝脏样本，切取约 2 mm

厚度的肝组织修整备用。经脱水、浸泡、浸腊、包

埋、切片、染色等程序，于显微镜下观察，采集图

像分析。 

2.2.5  TEM 观察肝脏超微结构变化  新鲜组织确

定取材部位，尽量减小牵拉、挫伤与挤压等机械损

伤，组织体积不超过 1 mm×1 mm×1 mm，迅速投

入电镜固定液，4 ℃固定 2～4 h。0.1 mol/L 磷酸缓

冲液（pH 7.4）漂洗 3 次，每次 15 min；1%锇酸-0.1 

mol/L 磷酸缓冲液（pH 7.4）室温固定 2 h，0.1 mol/L

磷酸缓冲液（pH7.4）漂洗 3 次，每次 15 min。经脱

水、浸泡、浸腊、包埋、切片、染色等程序，TEM

下观察，采集图像分析。 

2.2.6  ELISA 检测血清中 E2、FSH、LH、FXR、PON1

和 IL-6 水平  取保存在−80 ℃下的血清，按试剂盒

说明书检测血清中 E2、FSH、LH、FXR、PON1 和

IL-6 水平。 

2.2.7  免疫荧光检测肝组织中 Bsep、Mrp2 和

SULT1E1 蛋白表达  将−80 ℃下的新鲜肝组织制

成 7 mm 薄的冰冻切片，分别滴加 Bsep、Mrp2、

SULT1E1 抗体（1∶200），4 ℃孵育过夜，用 PBS

冲洗；滴加与生物素标记的山羊抗小鼠 IgG/FITC 抗

体（1∶100），37 ℃孵育 2 h，回收二抗。滴加 DAPI

工作液染核，室温孵育 10～20 min，回收 DAPI，滴

加 5～10 μL 抗荧光衰减封片剂，于共聚焦显微镜下

观察并拍照。 

2.2.8  Western blotting 检测肝组织中 HNF4α、

SULT1E1、FXR、Mrp2、CYP7a1、Bsep 和 Nrf2 蛋

白表达  将−80 ℃冻存的肝组织冰上融化，称取约

30 mg，加入 RIPA 与 cocktail 按照 100∶1 比例配成

的裂解液，使用 BCA 试剂盒检测蛋白浓度。蛋白样

品经 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转
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至 PVDF 膜，加入 5%脱脂牛奶室温封闭 2 h，PBST

洗膜 3 次，每次 10 min；分别加入抗体，4 ℃孵育

过夜。复温 30 min，回收抗体，PBST 洗膜 3 次，

加入二抗，在摇床上常温孵育 2 h，洗膜 3 次。加入

ECL 化学发光液，利用自动曝光仪进行检测，使用

Image J 软件进行半定量分析。 

2.3  统计学处理 

所有数据使用 GraphPad Prism v.8 进行统计，

并以 x s 表示。两组间的差异采用 T 检验，多重比

较采用单因素方差分析（ANOVA）进行分析。 

3  结果 

3.1  盐补骨脂水煎液成分含量测定 

盐补骨脂水煎液经 HPLC 检测，其 11 种成分

均被检测到。补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂苷、

异补骨脂苷是其含量较高的化学成分；补骨脂甲素、

corylifol A、补骨脂二氢黄酮甲醚、新补骨脂异黄酮

含量次之；4′-O-甲基补骨脂查耳酮、补骨脂宁、补

骨脂定含量相对较低。结果见表 1。 

3.2  血清生化检测结果 

 根据临床医学中诊断和评估肝损伤最常用的 5

种生物标志物，检测 ALT、AST、ALP 活性以及

TBA、TBIL 水平，结果如图 1 所示。与对照组比

较，雌、雄鼠盐补骨脂高剂量组 ALT 活性显著升高

（P＜0.05），雌、雄鼠盐补骨脂各剂量组 AST、ALT

活性及 TBA、TBIL 水平均显著升高（P＜0.05、0.01、

0.001）。雌、雄鼠盐补骨脂高剂量组 TBA 水平有显 

表 1  盐补骨脂水煎液中各成分的含量 ( x s , n = 3) 

Table 1  Contents of components in decoction of salt-

processed Psoraleae Fructus ( x s , n = 3) 

成分 质量浓度/(μg·mL−1) 

4′-O-甲基补骨脂查耳酮 5.77±0.58 

补骨脂甲素 21.32±3.48 

corylifol A 69.11±9.73 

补骨脂二氢黄酮甲醚 26.49±3.70 

补骨脂宁 9.89±3.52 

新补骨脂异黄酮 23.36±6.07 

补骨脂定 17.23±1.48 

补骨脂苷 687.82±82.55 

异补骨脂苷 398.91±47.11 

补骨脂素 278.76±39.00 

异补骨脂素 262.50±36.62 

 

著差异（P＜0.05），雌、雄鼠盐补骨脂中、高剂量

组 AST 活性有显著差异（P＜0.05）。 

ALP≥2 ULN、R≤2[R＝(ALT 测定值/ALT 

ULN)/(ALP 测定值/ALP ULN)，ULN 为正常上限]

为国际医学组织理事会（Council for International 

Organizations of Medical Sciences，CIOMS）修订的

药物性肝损害（drug induced liver injury，DILI）标

准。无论雌鼠还是雄鼠，其盐补骨脂高剂量组各指

标较盐补骨脂低、中剂量组均有升高趋势，肝损伤

与剂量呈正相关。 

3.3  肝组织病理变化 

如图 2 所示，各给药组小鼠均出现不同程度的

炎性细胞轻度浸润；雌鼠盐补骨脂高剂量组出现部

 

Con-对照组  SPLD-盐补骨脂低剂量组  SPMD-盐补骨脂中剂量组  SPHD-盐补骨脂高剂量组  与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜

0.001；与雌鼠同等剂量的给药组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001，下图同 

Con-control group  SPLD-salt-processed Psoraleae Fructus low-dose group  SPMD-salt-processed Psoraleae Fructus medium-dose group  SPHD-

salt-processed Psoraleae Fructus high-dose group  *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs 

equivalent dose administration group in female, same as below figures 

图 1  盐补骨脂对不同性别小鼠肝毒性的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 1  Effect of salt-processed Psoraleae Fructus on hepatotoxicity in mice with different genders ( x s , n = 6)
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箭头表示炎性浸润，虚线表示点状坏死，三角表示 Kupffer 细胞

增加 

arrows indicate inflammatory infiltration, dashed lines indicate 

punctate necrosis, and triangles indicate an increase in Kupffer cells 

图 2  盐补骨脂对不同性别小鼠肝组织病理变化的影响 

(HE, ×200) 

Fig. 2  Effect of salt-processed Psoraleae Fructus on 

pathological changes of liver tissue in mice with different 

genders (HE, × 200) 

炎性浸润。雌鼠盐补骨脂低剂量组肝细胞明显水肿，

分脂肪变性，明显水肿，炎细胞增多，肝局灶性坏

死。雄鼠盐补骨脂低剂量组同样存在肝细胞水肿，

炎性细胞浸润；雄鼠盐补骨脂高剂量组部分肝细胞

脂肪化，水肿较明显，炎性细胞增多，但未见肝局

灶性坏死。 

3.4  各组小鼠脏器指数 

如表 2 所示，与对照组比较，雌鼠盐补骨脂中、

高剂量组肝指数显著升高（P＜0.05、0.01），雌鼠盐

补骨脂各剂量组卵巢指数显著升高（P＜0.05、

0.001）。雄鼠盐补骨脂各剂量组肝指数、肾指数和睾

丸指数均显著升高（P＜0.05、0.01），雄鼠盐补骨脂

中剂量组脾指数显著升高（P＜0.05）。 

3.5  肝组织超微结构变化 

采用 TEM 观察盐补骨脂致胆汁淤积性肝损伤

小鼠肝脏的超微结构变化，如图 3 所示，雌、雄鼠 

表 2  盐补骨脂对不同性别小鼠脏器指数的影响 ( x s , n = 6) 

Table 2  Effect of salt-processed Psoraleae Fructus on organ indices in mice with different genders ( x s , n = 6) 

性别 组别 剂量/(g·kg−1) 肝指数 脾指数 肺指数 肾指数 卵巢或睾丸指数 

雌鼠 对照 — 37.49±5.11 4.13±0.89 6.22±0.48 11.95±0.47 0.82±0.08 

盐补骨脂 5 40.45±5.29 5.30±1.64 6.47±0.67 12.10±0.40 0.99±0.12* 

 10 44.43±2.99* 5.60±1.14 6.10±0.33 11.47±0.32 1.08±0.07*** 

 20 46.61±4.17** 5.07±0.30 5.64±0.89 11.36±1.31 1.21±0.12*** 

雄鼠 对照 — 37.25±3.75 3.87±1.43 5.37±0.35 14.07±0.92 9.45±0.51 

盐补骨脂 5 41.94±2.23* 5.18±2.18 5.48±1.09 15.93±1.68* 7.60±1.28** 

 10 42.03±3.68* 5.79±0.84* 5.16±0.62 15.85±0.94* 7.36±0.64** 

 20 44.12±4.00** 5.25±1.26 5.31±0.54 15.99±2.01* 7.58±1.51** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group 

   

虚线框表示局部放大倍数 (×2500) 

dotted boxes represent the local magnification (× 2500) 

图 3  盐补骨脂对不同性别小鼠肝细胞超微结构的影响 

(×1000) 

Fig. 3  Effect of salt-processed Psoraleae Fructus on 

ultrastructure of liver cells in mice with different genders 

(× 1000) 

对照组的肝细胞内基质分布均匀，肝细胞间胆管正

常。盐补骨脂高剂量组肝细胞器明显肿胀，胆管扩

张；细胞核不规则，局部皱缩，多核；线粒体增多，

且大部分肿胀；膜内基质溶解，线粒体嵴破裂消失；

内质网部分扩张，表面有核糖体附着；此外，脂滴

丰富且局部聚集；糖原丰富，并分离出溶酶体。这

些现象在雌鼠和雄鼠中均有发现。但雌鼠肝细胞损

伤较雄鼠严重；雌鼠肝细胞器明显肿胀，胆管扩张

更为明显，少量絮状物及粉砂质胆囊淤积。 

3.6  各组小鼠血清中 E2、FSH、LH、FXR、PON1

和 IL-6 水平 

血清 PON1 水平下降是肝脏损伤的早期指标，

已被证明比测定 AST 和 ALT 活性更敏感[13]。如图

4 所示，与对照组比较，盐补骨脂各剂量组小鼠

PON1 水平明显下降（P＜0.05、0.01、0.001），其中

雌鼠 
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图 4  盐补骨脂对不同性别小鼠血清中 E2、FSH、LH、FXR、PON1 和 IL-6 水平的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 4  Effect of salt-processed Psoraleae Fructus on E2, FSH, LH, FXR, PON1 and IL-6 levels in serum of mice with different 

genders ( x s , n = 6)

盐补骨脂中、高剂量组雌鼠 PON1 水平下降较雄鼠

更为显著（P＜0.05、0.01），揭示了性别差异。IL-6

水平的变化趋势与 PON1 水平相反，与对照组比较，

盐补骨脂中、高剂量组的雄鼠和各给药组的雌鼠 IL-6

水平均显著升高（P＜0.05、0.01、0.001），其中盐补

骨脂各剂量组雌鼠 IL-6 水平升高较雄鼠更为显著

（P＜0.05、0.01），表明雌鼠更容易肝损伤并发生炎

症。FXR 维持胆汁酸稳态，是胆汁酸水平最重要的

传感器之一。FXR 水平在雌鼠和雄鼠各给药组中均

显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）。根据文献和临床

不良反应报道[3]的分析，对雌激素水平的几个指标

进行检测。雌鼠和雄鼠各给药组的 E2 和 FSH 水平

均显著升高（P＜0.05、0.01、0.001），雌鼠和雄鼠盐

补骨脂中、高剂量组的 LH 水平均显著升高（P＜

0.01、0.001），其中盐补骨脂高剂量组雌鼠的 FSH 水

平升高较雄鼠更为显著（P＜0.05），盐补骨脂中剂

量组雌鼠 LH 水平升高较雄鼠更为显著（P＜0.05），

盐补骨脂中、高剂量组雌鼠 E2水平升高较雄鼠更为

显著（P＜0.001），对照组雌鼠 E2 水平较雄鼠显著

升高（P＜0.001）。 

3.7  免疫荧光检测小鼠肝组织 Bsep、Mrp2 和

SULT1E1 蛋白表达 

为了进一步证实盐补骨脂诱导的小鼠肝毒性与

胆汁酸转运之间的关系，采用免疫荧光染色法检测

肝脏 Bsep、Mrp2 和 SULT1E1 的表达。如图 5 所

示，雌、雄鼠盐补骨脂高剂量组肝脏中 Bsep 和 Mrp2

表达均显著下降（P＜0.05、0.001），SULT1E1 表达

仅在雌鼠肝脏中显著降低（P＜0.001），而在雄鼠的

肝脏中无显著变化。 

3.8  Western blotting 检测小鼠肝组织胆汁酸代谢

及转运蛋白表达 

如图 6-A 所示，雌、雄鼠对照组肝组织 HNF4α

和 SULT1E1 蛋白表达有显著差异（P＜0.05、0.01）。

如图 6-B 所示，与对照组比较，雌鼠盐补骨脂中、

高剂量组合成相关酶 CYP7a1 蛋白表达水平显著升

高（P＜0.01），代谢相关酶 SULT1E1 蛋白表达水平

显著降低（P＜0.05），提示盐补骨脂能够加速胆汁

酸的合成，降低胆汁酸的代谢。雌鼠盐补骨脂中、

高剂量组外排转运蛋白Bsep 和 Mrp2蛋白表达水平

均显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），雄鼠各给药组

Bsep 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01），提

示胆汁排泄障碍是胆汁淤积性肝损伤的重要原因。

Nrf2 是一种重要的转录因子，可调控肝脏中一系列

解毒和抗氧化防御基因的表达，雌鼠盐补骨脂中、

高剂量组Nrf2蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05），

说明经盐补骨脂处理后，肝脏解毒功能受到抑制。

雌鼠盐补骨脂低、中剂量组 FXR 蛋白表达水平显著

降低（P＜0.05、0.01），雄鼠盐补骨脂中、高剂量组

FXR 蛋白表达水平显著降低（P＜0.01）；雌鼠各给药

组 HNF4α 蛋白表达水平明显降低（P＜0.01、0.001）。
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图 5  盐补骨脂对不同性别小鼠肝组织 Bsep、Mrp2 (A) 和 SULT1E1 (B) 表达的影响 

Fig. 5  Effect of salt-processed Psoraleae Fructus on Bsep, Mrp2 (A) and SULT1E1 (B) expressions in liver of mice with 

different genders 

 

A-对照组雌、雄小鼠肝组织 HNF4α 和 SULT1E1 蛋白表达  B-各组肝组织 FXR、Mrp2、CYP7a1、Bsep、SULT1E1、HNF4α 和 Nrf2 蛋白表达 

A-HNF4α and SULT1E1 protein expressions in liver of female and male mice in control group  B-FXR, Mrp2, CYP7a1, Bsep, SULT1E1, HNF4α and 

Nrf2 protein expressions in liver of each group 

图 6  盐补骨脂对不同性别小鼠胆汁酸代谢及转运蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of salt-processed Psoraleae Fructus on bile acid metabolism and transporter protein expressions in liver of mice 

with different genders ( x s , n = 3) 
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4  讨论 

补骨脂最早见于《开宝本草》，具有补肾壮阳、

固精缩尿、温脾止泻的功效，其味辛、苦，性温，

盐炙后能和其辛窜温燥之性，并引药入肾。但现代

临床研究表明，补骨脂具有肝毒性，长期使用可能

会在一定程度上造成肝损害。研究发现，补骨脂致

肝损伤相关的主要信号通路包括磷脂酰肌醇 3-激酶

（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）-蛋白激酶 B

（protein kinase B，Akt）信号通路、血管内皮生长因

子（vascular endothelial growth factor，VEGF）信号

通路、缺氧诱导因子-1（hypoxia inducible factor-1，

HIF-1）信号通路等，可能是通过对细胞凋亡、黏着

斑、胆汁分泌等的调控引起的[18-19]。本研究发现，

雌性和雄性小鼠肝脏水肿伴炎症浸润，肝损伤程度

与盐补骨脂剂量呈正相关。雌性和雄性小鼠盐补骨

脂高剂量组均出现部分脂肪变性、明显水肿和

Kupffer 细胞数量可疑增加，并且雌性小鼠盐补骨脂

高剂量组局部坏死。血清生化结果显示，雌、雄鼠

盐补骨脂高剂量组 AST、APL、ALT 活性及 TBA、

TBIL 水平明显高于对照组，且存在一定的剂量相关

性。雌鼠的 AST 活性和 TBA 水平普遍高于雄鼠，

提示雌鼠肝脏损伤可能更为严重。PON1 是肝脏损

伤的早期指标，比 AST 和 ALT 活性更敏感[20]。盐

补骨脂各剂量组小鼠 PON1 水平显著降低，雌性小

鼠盐补骨脂中、高剂量组 PON1 水平的下降较雄性

小鼠更明显，揭示了性别差异。与对照组比较，雌

性和雄性小鼠 IL-6 水平均升高；而且，雌性小鼠盐

补骨脂中、高剂量组较雄性小鼠增加更为显著，表

明雌性小鼠更容易发生肝损伤和炎症。TEM 结果显

示，盐补骨脂处理后，肝细胞受到影响，细胞器明

显肿胀，胆管明显扩张；肝细胞内的线粒体数量也

在治疗后增加，且大部分肿胀；膜内基质变苍白溶

解，线粒体嵴破裂消失；内质网部分扩张，脂滴丰

富，局部聚集；糖原丰富，溶酶体分离；未见脂滴。

这些现象在雄性和雌性小鼠中均有发现。TEM 分析

还发现，雌性小鼠肝细胞损伤较严重，肝细胞器肿

胀更明显，胆管扩张更明显，少量絮状和粉砂质胆

囊淤积。 

肝脏是雌激素代谢的主要部位，而 SULT1E1 长

期以来被认为是一种 II 期代谢酶，其主要功能是将

雌激素磺酸酶失活。盐补骨脂通过抑制外排转运蛋

白 Bsep 和 Mrp2 来减少胆汁酸的肝脏摄取和外排，

同时上调 CYP7a1 增加肝脏中胆汁酸的合成。

SULT1E1 对疾病的影响可能是组织特异性的和/或

性别特异性[21]。研究者发现绝经后乳腺癌患者的血

浆脱氧胆酸水平比健康对照组高 52%[22]，胆汁相关

疾病和雌激素密切相关。HNF4α 为 SULT1E1 提供

能量，是其主要调节因子。盐补骨脂对肝损伤的影

响在性别上有显著差异。雌性小鼠 SULT1E1 和

HNF4α 的表达水平显著降低，而雄性小鼠则没有显

著性差异。当 HNF4α（一种已知的 SULT1E1 的激

活因子）被沉默时，SULT1E1 的调控被取消。FXR

通过抑制 PGC-1α 与 HNF4α 的结合在转录上调控

SULT1E1 的表达[23]。FXR 对胆汁淤积症期间 E2 代

谢的影响已被报道，E2 水平升高与胆汁淤积患者胆

汁酸浓度呈正相关[24]。胆管结扎使小鼠血清 E2水平

升高，而 FXR−/−小鼠的这一作用有所减轻。本研究

证实，盐补骨脂通过 HNF4α 调控 FXR-SULT1E 信

号通路，HNF4α 和 SULT1E1 是引起胆汁淤积的重

要因素，也可能是导致肝损伤严重程度存在性别差

异的主要原因。 
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