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【摘要】 目的  探讨茵陈水提物对多药耐药蛋白 3（MDR3）基因突变导致的新生儿肠外营养相关性胆汁

淤积（PNAC）的保护作用及可能机制。方法  ① 将人原代培养肝细胞应用体外细胞培养、CRISPR/Cas9 慢病

毒感染、MDR3 突变基因导入等技术处理后，比较 1% 脂肪乳诱导处理前（0）和处理后 16、32、48 h 不同时间

点肝细胞上清液中肝胆生化指标〔丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、总胆红素（TBil）、直接胆红素

（DBil）、间接胆红素（IBil）、总胆汁酸（TBA）〕的水平，确定构建 MDR3 基因突变 PNAC 肝细胞模型脂肪酸诱导所

需的时间。② 将人原代培养肝细胞株按随机数字表法分为空白对照组、MDR3 基因野生型组、MDR3 基因突变

组、茵陈水提物干预组。空白对照组只用培养液处理，MDR3 基因野生型组应用慢病毒感染融入野生型 MDR3

基因和培养液培养，MDR3 基因突变组应用慢病毒感染慢病毒导入 MDR3（c.485T＞A、c.2793insA、c.1031G＞
A、c.3347G＞A）突变基因和培养液培养，茵陈水提物干预组应用慢病毒感染导入 MDR3 突变基因和培养液培

养的基础上，加入 100 g/L 茵陈水提物预处理，然后将 4 组肝细胞分别加入 1% 脂肪乳诱导处理，处理时间为

构建 MDR3 基因突变 PNAC 肝细胞模型脂肪酸诱导所需时间。采用酶联免疫吸附试验（ELISA）测定 4 组肝

细胞上清液中肝胆生化（ALT、AST、TBil、DBil、IBil、TBA）水平，采用实时荧光定量聚合酶链反应（RT-PCR） 

检测 4 组肝细胞编码 MDR3、胆盐输出泵（BSEP）、多药耐药相关蛋白（MRP） 2～4 和肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）

的三磷酸腺苷结合盒蛋白（ABCB4、ABCB11、ABCC2、ABCC3、ABCC4）和 TNF 基因 mRNA 的表达丰度。 

结果  与空白对照组和 MDR3 基因野生型组比较，MDR3 基因突变组在经 1% 脂肪乳诱导处理前和处理后 16 h 

肝细胞上清液中肝胆生化指标（ALT、AST、TBil、DBil、IBil、TBA）水平比较差异无统计学意义，经 1% 脂肪乳诱

导处理 32 h 和 48 h MDR3 基因突变组肝细胞上清液肝胆生化指标（ALT、AST、TBil、DBil、IBil、TBA）水平均明

显升高（均 P＜0.05），确定构建 MDR3 基因突变 PNAC 肝细胞模型脂肪酸诱导所需的时间为 32 h。与 MDR3 基

因突变组比较，茵陈水提物干预组肝细胞在脂肪乳处理后 32 h 肝细胞上清液中肝胆生化指标（ALT、AST、TBil、

DBil、TBA）水平均明显降低〔ALT（ng/L）：148.3±2.3 比 164.9±7.0，AST（ng/L）：2 767.4±78.8 比 3 239.4± 

107.1，TBil（μmol/L）：7.6±0.2比13.6±0.3，DBil（μmol/L）：1.8±0.1比5.7±0.2，TBA（μmol/L）：3.4±0.2比6.7±0.1，

均 P＜0.05〕；空白对照组、MDR3 基因野生型组、MDR3 基因突变组和茵陈水提物干预组肝细胞编码 MDR3、

MRP2、MRP3、MRP4 的 ABCB4、ABCC2、ABCC3、ABCC4 基因 mRNA 表达丰度差异无统计学意义；TNF 基因

mRNA在MDR3基因突变组呈高表达（2-∆∆Ct：1.258±0.200比 1.001±0.052），茵陈水提物干预组呈低表达（2-∆∆Ct：

0.387±0.247 比 1.258±0.200），组间比较差异有统计学意义（P＜0.05）。与 MDR3 基因突变组比较，茵陈水提取

物干预组肝细胞编码 BSEP 的 ABCB11 基因 mRNA 的表达丰度明显增高（2-∆∆Ct：2.955±0.479 比 1.333±0.529，

P＜0.05）。结论  茵陈水提物对 MDR3 基因突变导致的 PNAC 有一定保护作用，可能与拮抗炎症反应，降低

TNF 基因的 mRNA 表达和改善编码 BSEP 的 ABCB11 基因的 mRNA 表达有关。 
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proteins，MRP2/ABCC2、MRP3/ABCC3、MRP4/

ABCC4）的表达降低会导致卵磷脂分泌障碍，造成

胆盐和胆固醇沉积，引起胆汁淤积［2-4］，其中编码 

MDR3 糖蛋白（MDR3 glycoprotein，MDR3 P-gp）的

MDR3基因突变与多种胆汁淤积性疾病有关［5-6］。本 

课题组前期研究表明，MDR3 c.485T＞A、c.2793insA、 

c.1031G＞A 和 c.3347G＞A 基 因 突 变 与 PNAC 密

切相关，且伴外周血细胞 MDR3 mRNA 和肝 MDR3 

P-gp 表达水平明显下调，与胆汁淤积严重程度有

关，黄疸持续时间更长，因此，寻找有效治疗 MDR3

基因突变致 PNAC 的方法，值得人们深入研究［7-8］。

  茵陈蒿汤由茵陈、栀子、大黄组成，具有清热解

毒，利湿退黄等功效，常用于治疗肝胆湿热、面目悉

  随着医学发展和肠外营养的应用，许多极低、

超低出生体质量早产儿得以存活，但长期肠外营养

导致胆汁淤积的发病率随之增高。部分肠外营养

相关性胆汁淤积症（parenteral nutrition-associated 

cholestasis，PNAC）患儿出现胆汁淤积性肝衰竭或肝

硬化，甚至死亡［1］。既往有研究证实，多药耐药蛋白

3/ 三磷酸腺苷结合盒蛋白 B4〔multidrug resistance 

protein  3/adenosine  triphosphate（ATP）-binding 

cassette protein B4，MDR3/ABCB4〕、胆盐输出泵 / 三

磷酸腺苷结合盒蛋白 B11（bile salt export pump/

ATP-binding cassette protein B11，BSEP/ABCB11）、多

耐药相关蛋白 / 三磷酸腺苷结合盒蛋白（multidrug 

resistance associated proteins/ATP-binding cassette 

【Abstract】 Objective  To  investigate  the protective effect of herba artemisiae scopariae extract on multidrug 
resistance  protein  3  (MDR3)  gene mutation-induced  neonatal  parenteral  nutrition-associated  cholestasis  (PNAC)  and 
its possible mechanism.  Methods  ① Human primary hepatocytes were  treated with cell culture  in vitro, CRISPR/
Cas9 lentivirus infection and MDR3 mutant gene lead-in. The levels of hepatic and biliary biochemical indexes [alanine 
transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST), total bilirubin (TBil), direct bilirubin (DBil), indirect bilirubin (IBil), 
total bile acid  (TBA)]  in  the supernatant of hepatocytes before and after 16, 32, 48 hours were compared to determine 
the  time  required  for  fatty  acid  induction  of  PNAC hepatocyte model  with MDR3  gene mutation. ② Human  primary 
hepatocytes were divided into blank control group, MDR3 gene wild type group, MDR3 gene mutation group, and herba 
artemisiae  scopariae  extract  intervention  group  according  to  random  number  table  method.  The  blank  control  group 
was  treated  with  culture medium  only,  the MDR3  gene  wild  type  group  was  infected  with  lentivirus  and mixed  with 
wild type MDR3 gene and culture medium, the MDR3 gene mutation group was infected with lentivirus and cultured in 
culture medium with the mutant genes lead-in of LV-MDR3KI (c.485T > A, c.2793insA, c.1031G > A, c.3347G > A)  
mutation, while  the MDR3 mutant  gene was  lead-in by  lentivirus  infection and cultured  in culture medium, and  then 
pretreated with 100 g/L herba artemisiae scopariae extract in the herba artemisiae scopariae extract intervention group, 
then  the  four  groups  of  hepatocytes were  induced with 1%  fat  emulsion,  and  the  treatment  time was  the  time needed 
to  construct  the  PNAC  hepatocytes  model  with MDR3  gene mutation.  The  levels  of  ALT,  AST,  TBil,  DBil,  IBil  and 
TBA  in  the  supernatant  of  hepatocytes  were measured  by  enzyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA).  The mRNA 
expression  abundance  of  adenosine  triphosphate  binding  cassette  proteins  (ABCB4,  ABCB11,  ABCC2,  ABCC3, 
ABCC4) encoding MDR3, bile salt export pump (BSEP), multidrug resistance associated protein (MRP) 2-4, and tumor 
necrosis  factor-α  (TNF-α)  genes  were  detected  by  real-time  fluorescence  quantitative  polymerase  chain  reaction  
(RT-qPCR).  Results  Compared to the blank control group and MDR3 gene wild type group, there was no significant 
difference in the levels of ALT, AST, TBil, DBil, IBil, TBA in the supernatant of MDR3 gene mutant group before and 
16 hours after induction with 1% fat emulsion, however after treated with 1% fat emulsion for 32 hours and 48 hours, the 
levels of ALT, AST, TBil, DBil, IBil, TBA in the supernatant of MDR3 mutant hepatocytes were significantly increased 
(P < 0.05), consequently the time required for fatty acid induction of PNAC hepatocyte model was 32 hours. At 32 hours 
after treatment with fat emulsion, the levels of ALT, AST, TBil, DBil, TBA in the supernatant of hepatocytes in the herba 
artemisiae  scopariae  extract  intervention  group were  significantly  decreased  [ALT  (ng/L):  148.3±2.3  vs.  164.9±7.0, 
AST  (ng/L):  2  767.4±78.8  vs.  3  239.4±107.1,  TBil  (μmol/L):  7.6±0.2  vs.  13.6±0.3,  DBil  (μmol/L):  1.8±0.1  vs. 
5.7±0.2, TBA (μmol/L): 3.4±0.2 vs. 6.7±0.1, all P < 0.05]. The ABCB4, ABCC2, ABCC3, ABCC4 mRNA expression 
of MDR3, MRP2, MRP3, MRP4 in the blank control group, MDR3 wild type group, MDR3 gene mutation group and the 
herba artemisiae scopariae extract intervention group had no significant difference. The expression of TNF gene mRNA 
was  highly  expressed  in MDR3 gene mutation  group  (2-∆∆Ct:  1.258±0.200  vs.  1.001±0.052),  and was  low  expressed 
in  the herba artemisiae  scopariae  extract  intervention  group  (2-∆∆Ct:  0.387±0.247 vs. 1.258±0.200),  and  there was  a 
significant difference between the two groups (both P < 0.05). Compared to the MDR3 gene mutation group, the ABCB11 
gene  encoding BSEP mRNA expression  in  the herba  artemisiae  scopariae  extract  intervention  group was  significantly 
increased  (2-∆∆Ct:  2.955±0.479  vs.  1.333±0.529, P  <  0.05).  Conclusion  The  herba  artemisiae  scopariae  extract 
has a protective effect on PNAC induced by MDR3 gene mutation, which may be related to antagonizing inflammatory 
reaction, decreasing the expression of TNF mRNA and improving the expression of ABCB11 gene encoding BSEP.

【Key words】  Herba  artemisiae  scopariae  aqueous  extract;  Multidrug  resistance  protein  3  gene;  Parenteral 
nutrition-associated cholestasis;  Neonate 
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黄、急慢性肝炎等［9］。方剂中茵陈为君药，具有利

胆护肝降血脂的作用。本研究通过建立肝细胞模

型，利用体外细胞培养、CRISPR/Cas9 慢病毒感染 

和导入MDR3 c.485T＞A、c.2793insA、c.1031G＞A和 

c.3347G＞A 突变基因、脂肪乳诱导、茵陈水提取物

干预等方法，探讨茵陈水提物对 MDR3 基因突变导

致 PNAC 的保护作用及可能机制，为下一步 PNAC

防治的深入研究提供实验依据和理论基础。

1 材料与方法 

1.1  慢病毒的制备和慢病毒载体的构建

1.1.1  慢病毒的制备：制定一种针对携带慢病毒基

因组中保守区域 a 的质粒参照物 A，以及另一种针

对含有 293T 工具细胞基因组特有单拷贝基因 b 的

质粒参照物 B 的检测引物，并将其配制成浓度为 

10 μmol 的溶解液。启动慢病毒感染程序，运用天

根细胞及血液遗传物质分离套件，分离并收集细胞

内基因物质。将质粒标准品 A 和 B 按照 10 倍梯

度稀释法稀释，浓度为 1×1010 拷贝数 /μL，并保存

于 -80℃冰箱备用。

1.1.2  过表达慢病毒载体的构建和慢病毒包装：应

用限制性内切酶消化获得线性化目的质粒载体，以

pHelper1.0 质粒和 pHelper 2.0 质粒作为载体，构建

一套反应混合物以线性处理该载体及放大所需基因

片段，接着开展重组过程，以达到将线性化载体与

特定基因片段在体外闭合成环的目的，然后转染至

293T 细胞，并进行培养、抽提，获得高纯度质粒。提

取细胞上清液收获病毒，通过离心浓缩去除杂质，将

慢病毒浓缩、纯化，进行质量检测，检测合格后立即

包装待用。

1.2  MDR3 基因突变 PNAC 肝细胞模型复制：将

人原代培养的肝细胞用 CRISPR/Cas9 慢病毒感 

染导入 MDR3 c.485T＞A、c.2793insA、c.1031G＞A 和 

c.3347G＞A 突变基因后，用含 10% 的胎牛血清、 

100 kU/L 的青霉素及 100 ng/L 链霉素的 DMEM 培

养液置于 37℃、5% 二氧化碳（carbon dioxide，CO2）

的高湿度孵育器内进行孵化。此外，处理细胞时采

用无脂肪的注射用乳液进行稀释，确保脂肪含量维

持在 1%。采用细胞增殖与毒性检测试剂盒 8（cell 

counting kit-8，CCK-8）于处理前（0）和处理后 16、

32、48 h 检测细胞增殖情况，并通过油红 O 染色法

着色。同时，采用酶联免疫吸附试验（enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）测定肝细胞上清液中

丙氨酸转氨酶（alanine transaminase，ALT）、天冬氨

酸转氨酶（aspartate transaminase，AST）、总胆红素

（total bilirubin，TBil）、直接胆红素（direct bilirubin，

DBil）、间接胆红素（indirect bilirubin，IBil）和总胆汁

酸（total bile acid，TBA）水平，评价在用 1% 脂肪乳

处理不同阶段对肝胆系统生化指标的影响。以此建

立 MDR3 基因突变后的 PNAC 肝细胞模型，并确认

制模所需的诱导周期。

1.3  细胞培养与分组：按随机数字表法将人原代

培养的肝细胞株分为空白对照组、MDR3 基因突

变组、MDR3 基因野生型组和茵陈水提物干预组。 

① MDR3 基 因 突 变 组（慢 病 毒 感 染 导 入 MDR3 

c.485T＞A、c.2793insA、c.1031G＞A、c.3347G＞A）：先

用 CRISPR/Cas9 慢病毒感染导入 MDR3 c.485T＞A、

c.2793insA、c.1031G＞A 和 c.3347G＞A 突变基因，然

后在含 10% 胎牛血清、1 000 U/L 青霉素及 100 ng/L 

链霉素的 DMEM 培养液中置于 37℃、5% CO2 相

对湿度孵育器中培养。② 茵陈水提物干预组：首

用 CRISPR/Cas9 慢病毒感染导入 MDR3 c.485T＞A、

c.2793insA、c.1031G＞A 和 c.3347G＞A 的突变基因，

然后应用培养液培养的基础上，加入 100 g/L 茵陈

水提物预处理 2 d。③ MDR3 基因野生型组：应用

CRISPR/Cas9 慢病毒感染敲入野生型 MDR3 基因和

培养液培养。④ 空白对照组：仅用培养液培养，不

进行其他处理。然后将 4 组肝细胞分别加入 1% 脂

肪乳诱导，处理时间为构建 MDR3 基因突变 PNAC

肝细胞模型脂肪酸诱导所需时间。

1.4  茵陈水提物的制备：茵陈经过 3 次沸煮后取

80 g，利用负压技术过滤，随后在电磁加热器中浓

缩至 100 mL 。然后使用旋转蒸发装置继续浓缩为 

40 mL 的溶液，并通过真空干燥设备干燥成浸膏。

以 100% 的效果比率计算产量。在制作茵陈水提物

原汁方面，先将 1 g 茵陈水提取物与 10 mL 超纯水

混合溶解，高速离心分离取上清液，用 0.22 μm 的微

滤膜过滤去除细菌，最终获得浓度为 100 g/L 的茵陈

水提物育种液，并置于 -20℃的水箱保存备用。

1.5  肝细胞上清液中肝胆生化指标测定：采用

ELISA 检测体外培养液培养和脂肪乳诱导处理的 

4 组肝细胞上清液中 AST、ALT、TBil、DBil 和 TBA

水平，观察不同处理方法各组肝细胞肝功能的变化。

试剂盒购自北京达科为生物技术有限公司。

1.6  肝细胞目的基因 mRNA 表达水平测定：提取 

4 组肝细胞株总 RNA，采用实时荧光定量聚合酶链

反应（real-time fluorescent quantitative polymerase chain  
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2.3  制备 MDR3 基因突变致 PNAC 肝细胞模型： 

3 组肝细胞经 1% 脂肪乳处理前和处理 16 h 肝细胞

上清液中 AST、ALT、TBil、DBil、IBil 和 TBA 水平比

较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。在脂肪乳处

理 32 h 和 48 h 后 MDR3 基因突变组肝细胞上清液

中 AST、ALT、TBil、DBil、IBil 和 TBA 出现明显上

升的趋势，且明显高于空白对照组和 MDR3 基因野

生型组，差异均有统计学意义（均 P＜0.05；表 2； 

图 2）。根据研究结果确定构建 MDR3 基因突变

PNAC 肝细胞模型脂肪酸诱导所需时间为 32 h。

2.4  茵陈水提物干预组与 MDR3 基因突变组脂肪

乳处理后肝胆生化指标的比较（表 3）：与 MDR3 基

因突变组比较，茵陈水提物干预组在脂肪乳处理

后 32 h 肝细胞上清液中肝胆生化指标 ALT、AST、

TBil、DBil、TBA 均明显降低，差异均有统计学意义

（均 P＜0.05）。

2.5  肝细胞转运蛋白和 TNF 编码基因 mRNA 的表

达情况比较（表 4）：与空白对照组比较，MDR3 基因

野生型组、MDR3 基因突变组和茵陈水提物干预组

ABCC4、ABCC3、ABCC2 基因 mRNA 的表达丰度差

异均无统计学意义（均 P＞0.05），MDR3 基因突变组

ABCB11 基因 mRNA 的表达丰度差异亦均无统计学

意义（均 P＞0.05）。而 MDR3 基因野生型组、MDR3

基因突变组和茵陈水提物干预组 ABCB4 基因

reaction，RT-qPCR）检测编码肝细胞转运蛋白相关

基因 ABCB4（5244 NM_018849 人类 MDR3），ABCC4 

（10257NM_005845 人类 MRP4），ABCC3（8714 NM_ 

003786 人类 MRP3）、ABCC2（1244 NNM_000392 人

类 MRP2）、ABCB11（6847 NM_003742.4 人类 BSEP）

以及 TNF（7124 NM_000594 人类）的 mRNA 表达水

平。RT-qPCR［10］采用内标或外标法对目标样本内

特定的 DNA 链进行量化检测，所使用的 PCR 扩增设

备为美国 Applied Biosystems 集团生产的 70 Thermal 

Cycler 型，序列测定仪为上海美季生物科技有限公

司供应的 ABI3730 型。内参基因（ACTB）和目的基

因（ABCB4、ABCC4、ABCC3、ABCC2、ABCB11 和

TNF）引物序列和扩增片段大小见表 1。应用 2-ΔΔCt

相对定量法作为实时荧光定量 RT-qPCR 测定各样

本目标基因 mRNA 的相对表达水平。

表 1　内参基因和目的基因的引物序列及扩增片段大小

基因
上游引物序列

（5' → 3'）

下游引物序列

（5' → 3'）

扩增片段

大小（bp）

ACTB GCGTGACATTAAGGAGAAGC CCACGTCACACTTCATGATGG 236
ABCB4 AACTCGGAATCGTGTCTCA CCCTTATCTCCCACTCTTGT 184

ABCC4
GAGAGCCAAGATACAGAG
　AATG

AATGAAGACAATCCAG
　TGAGC

123

ABCC3 GACCCAGGAGGAGAAAGC CCAGCCTCAGGGAAGTGT 209

ABCC2
GACAATTCTAATCTAGCC
　TACTCC

CATCAACTTCCCAGACATCC 220

ABCB11 GCCGCAGCTCGTCAGATAC
GAATTGCAGTCAAACCA
　CCCTAT

  86

TNF TCCAGGCGGTGCTTGTTC CCAGAGGGCTGATTAGAGAG 142

1.7  统计学分析：使用 SPSS 22.0 统计软件分析数

据，采用 Kolmogorov-Smirno 法对计量资料进行正态

性检验，符合正态分布的计量资料以均数 ± 标准

差（x±s）表示，组间比较采用单因素方差分析，方

差齐时两两比较采用 LSD 法检验，方差不齐时采用

Tamhane T2法检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  慢病毒的制备（图 1）：通过一代测序检测质

粒序列为 ABCB4 目标基因点突变（c.485T＞A、

c.2793insA、c.1031G＞A 和 c.3347G＞A），同时包装

好的慢病毒感染细胞 48～72 h 后在荧光显微镜下

可见绿色荧光，RT-qPCR 检测证实慢病毒成功感染

目的细胞并表达，表明慢病毒感染成功。

2.2  蛋白编码基因 mRNA 的扩增曲线和溶解曲

线：标准 ACTB 和 TNF、ABCC4、ABCC3、ABCC2、

ABCB11、ABCB4 mRNA PCR 熔解曲线和扩增曲线

显示熔解曲线较均一，扩增效果较好。

注：A 为空白细胞（未加病毒），B 为绿色荧光视野（加病毒 0.10 μL
　中倍放大），C 为绿色荧光视野（加病毒 10 μL　中倍放大），
D 为明场视野（加病毒 0.10 μL　中倍放大），E 为明场视野

（加病毒 10 μL　中倍放大），F 为绿色荧光视野（加病毒 10 μL　
低倍放大），G 为明场视野（加病毒 0.10 μL　低倍放大），

H 为明场视野（加病毒 1 μL　中倍放大），I 为绿色
荧光视野（加病毒 1 μL　中倍放大）

图 1  慢病毒感染视野图片
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表 3　茵陈水提物干预组与 MDR3 基因突变组
脂肪乳处理 32 h 后肝胆生化指标比较（x±s）

组别
样本数

（孔）

ALT

（ng/L）

AST

（ng/L）

TBil

（μmol/L）

DBil

（μmol/L）

TBA

（μmol/L）

MDR3 基因突变组 3 164.9±7.0 3 239.4±107.1 13.6±0.3 5.7±0.2 6.7±0.1
茵陈水提物干预组 3 148.3±2.3 2 767.4±  78.8   7.6±0.2 1.8±0.1 3.4±0.2

t 值 3.89 6.15 29.55 35.83 36.43
P 值 0.02 0.00   0.00   0.00   0.00

表 2　3 组肝细胞经脂肪乳处理后不同时间点肝胆生化指标的比较（x±s）

组别
样本数

（孔）

ALT（ng/L） AST（ng/L）

处理前 处理 16 h 处理 32 h 处理 48 h 处理前 处理 16 h 处理 32 h 处理 48 h

空白对照组 3 133.5±2.6 128.9±1.0 133.4±2.6 138.6±1.1 1 936.6±    9.8 2 030.7±39.8 2 240.4±114.4 2 431.7±103.9
MDR3 基因野生型组 3 130.9±3.0 134.4±2.3 140.0±6.2 142.5±4.2 1 942.6±  17.5 2 001.6±21.4 2 156.7±153.2 2 389.1±201.5
MDR3 基因突变组 3 134.9±5.1 135.7±4.7 164.9±7.0 a 175.5±8.4 a 1 923.6±126.9 1 975.4±43.4 3 239.4±107.1 a 3 492.9±138.3 a

F 值 0.88 4.14 26.15 41.75 0.05 1.75 68.00 49.90
P 值 0.46 0.07   0.00   0.00 0.95 0.25   0.00   0.00

组别
样本数

（孔）

TBil（μmol/L） DBil（μmol/L）

处理前 处理 16 h 处理 32 h 处理 48 h 处理前 处理 16 h 处理 32 h 处理 48 h

空白对照组 3 4.4±0.1 4.4±0.1   4.6±0.8   4.6±0.5 0.8±0.0 0.9±0.0 0.9±0.0 0.9±0.1
MDR3 基因野生型组 3 4.3±0.1 4.4±0.1   4.4±0.2   4.6±0.1 0.9±0.0 0.8±0.0 0.8±0.0 0.9±0.0
MDR3 基因突变组 3 4.5±0.2 4.6±0.1 13.6±0.3 a 14.0±0.6 a 0.8±0.0 0.9±0.0 5.7±0.2 a 5.8±0.2 a

F 值 3.82 2.95 726.75 424.79 1.48 2.14 2 263.47 2 879.66
P 值 0.09 0.13     0.00     0.00 0.30 0.20        0.00        0.00

组别
样本数

（孔）

IBil（μmol/L） TBA（μmol/L）

处理前 处理 16 h 处理 32 h 处理 48 h 处理前 处理 16 h 处理 32 h 处理 48 h

空白对照组 3 3.6±0.1 3.5±0.1 3.7±0.0 3.7±0.0 1.4±0.0 1.5±0.0 1.5±0.0 1.5±0.0
MDR3 基因野生型组 3 3.4±0.1 3.6±0.1 3.7±0.0 3.7±0.0 1.4±0.0 1.5±0.0 1.7±0.1 1.7±0.0
MDR3 基因突变组 3 3.7±0.1 3.6±0.1 7.8±0.2 a 8.2±0.1 a 1.4±0.0 1.4±0.0 6.7±0.1 a 7.1±0.7 a

F 值 5.01 2.38 2 115.20 5 892.37 0.18 3.71 3 439.11 236.10
P 值 0.06 0.17        0.00        0.00 0.84 0.09        0.00      0.00

注：与本组处理前比较，aP＜0.05

mRNA 的表达丰度均明显升高（均 P＜0.05），MDR3

基因野生型组和茵陈水提物干预组 ABCB11、TNF

基因 mRNA 的表达丰度均明显升高（均 P＜0.05）。 

与 MDR3 基因突变组比较，茵陈水提物干预组

ABCB4、ABCC4、ABCC3、ABCC2 基因 mRNA 的表达

丰度差异均无统计学意义均（均 P＞0.05），ABCB11

基因 mRNA 的表达丰度明显升高，TNF 基因 mRNA

的表达丰度明显降低（均 P＜0.05）。可见茵陈水提

物对 MDR3 基因突变导致的 PNAC 有保护作用，可

减轻胆汁淤积状况，同时伴 TNF 基因 mRNA 的表达

丰度下降和 ABCB11 基因 mRNA 表达丰度增强。

注：与本组处理前比较，aP＜0.05；与空白对照组比较，bP＜0.05；与 MDR3 基因野生型比较，cP＜0.05

图 2  3 组肝细胞上清液中肝胆生化指标在脂肪乳处理后不同时间点的动态变化



·  313  ·中国中西医结合急救杂志  2024 年 6 月第 31 卷第 3 期  Chin J TCM WM Crit Care，June   2024，Vol.31，No.3

3 讨 论 

  虽然 PNAC 的研究由来已久，但其确切发病机

制目前尚未明确，有研究者认为，PNAC 的发病机制

可能与以下因素有关［11］：静脉营养时间和禁食时间

延长、早产儿、感染、静脉营养液成分失衡以及微量

元素缺乏等均会引起肝脏损害、肝细胞脂肪变性和

胆汁淤积［12-13］。已有研究证实，早产儿，尤其是极

低或超低出生体质量早产儿肝脏转运功能和摄取合

成胆盐的能力不足，容易引起胆红素肠肝循环发生

障碍；此外，胆汁在肠道中滞留时间延长，导致胆结

石酸大量产生，随后这些酸质又流回肝脏，对肝细胞

造成损害［14-15］。同时，早产儿胃肠道保护屏障及其

免疫机制尚未发育完全，在不得不禁食并依赖静脉

输注营养液的情况下，肠道微生物群极易发生失调。

这种失调可能引发肝脏中库普弗细胞释放炎症介

质，从而损害肝细胞和肝胆管，导致胆汁淤积发生。 

  MDR3 负责合成涉及胆酸输送和排泄过程中肝

细胞及肝内细小胆管的磷脂质运输蛋白。有研究表

明，健康人体组织中普遍可以检测到 MDR3 基因的

mRNA 表达。在胆汁淤积患者中，有一部分表现为

基因活性减弱或表达水平降低，而另一部分则表现

为表达水平升高。表明 MDR3 基因表达量的变化可

能是导致胆汁淤积的一个因素，亦可能是对胆汁淤

积现象的一种生理补偿作用，或者可能源于 MDR3

基因突变造成肝脏中 MDR3 蛋白生成降低，进而引

起肝内胆汁积聚［16-19］。苏亚非等［20］研究 MDR3 基

因在胆囊胆固醇结石形成中的作用中发现，MDR3

基因的 mRNA 在胆囊胆固醇结石患者中呈明显低

表达，提示在胆囊胆固醇结石的形成过程中 MDR3

基因的表达水平起到其重要作用。多项研究显示，

家族性进行性肝内胆汁积聚症Ⅲ型和低磷脂性胆

汁淤积症的发病与 MDR3 基因发生变异有密切关

系，同时这种变异还会导致外周血液 MDR3 基因的

mRNA 水平降低［21-24］。以上文献结论均证实 MDR3

基因突变与胆汁淤积症密切相关。

  本课题组前期的研究也显示，MDR3 c.485T＞A、 

c.2793insA、c.1031G＞A 和 c.3347G＞A 基因突变与

PNAC 密切相关，且患儿胆汁淤积严重，病程长［7-8］。 

本研究通过体外肝细胞模型，利用细胞培养、

CRISPR/Cas9 慢病毒感染和导入 MDR3 c.485T＞A、 

c.2793insA、c.1031G＞A和c.3347G＞A突变基因、脂

肪乳诱导等方法探讨治疗 MDR3 基因突变致 PNAC 

患儿的方法。

  《伤寒论》中最早记载了茵陈蒿汤的疗效，此方

在保障肝脏健康、激发胆汁生成和清除黄疸方面表

现出显著效果，常作为治疗湿热内蕴所致肝胆疾病

的首选方案。方中茵陈蒿为主药，其维系肝功能的

原理与其中的活性成分最近成为研究的热点［25］。

现代药理学研究表明，茵陈能保障肝细胞膜的稳定

性和通透性，抑制肝细胞凋亡，促进肝细胞复原，优

化肝脏微循环系统，并强化肝脏的解毒作用；茵陈

中提炼出的活性成分可明显提升血中丙二醛、羟脯

氨酸，以及谷胱甘肽过氧化物酶、谷胱甘肽还原酶

和超氧化物歧化酶水平，降低肝细胞内 TNF-α、转

化生长因子 -β、乙醛脱氢酶、乙醇脱氢酶含量，从

而发挥保肝和抗肝纤维化的作用［26-27］。易巍等［28］

采用以茵陈为主药的利胆合剂治疗胆汁淤积性肝纤

维化，结果显示，利胆合剂能有效改善患儿的胆汁淤

积、肝纤维化、氧化应激指标及临床症状。易纪杰

等［29］通过 Meta 分析显示，茵陈蒿汤加减治疗对急

性重症胆管炎胆道减压引流术后肝功能恢复有一定

作用。从以上研究可见，茵陈对肝脏有保护作用。

  新生儿是有别于成人的特殊人群，如发生PNAC 

未能得到及时有效治疗，将会出现严重不良后果。

本研究探讨茵陈水提物对 MDR3 基因突变导致的

PNAC 是否存在肝脏保护作用，结果显示，MDR3 基

因突变组肝细胞经脂肪乳处理 32 h 后出现肝胆生

化异常，胆汁淤积，伴 TNF 基因 mRNA 高表达；茵

陈水提物干预组经提前应用茵陈水提取物预处理后

肝细胞胆汁淤积程度减轻，且 TNF 基因 mRNA 表达

水平降低，结果表明，茵陈水提物对 MDR3 基因突

变导致的 PNAC 有保护作用，可减轻胆汁淤积和降

表 4　4 组肝细胞 ABCB4、ABCC4、ABCC3、ABCC2、ABCB11 和 TNF mRNA 表达水平比较（与 ACTB 的比值，x±s）

组别
样本数

（孔）

mRNA 表达（2-∆∆Ct）

ABCB4 ABCC4 ABCC3 ABCC2 ABCB11 TNF

空白对照组 3   1.007±  0.147 1.047±0.361 1.018±0.246 1.003±0.096 1.015±0.219 1.001±0.052
MDR3 基因野生型组 3 71.779±13.757 a 0.993±0.265 0.612±0.077 1.064±0.122 2.202±0.637 a 0.550±0.106
MDR3 基因突变组 3 35.596±  4.184 a 1.139±0.239 0.626±0.166 1.048±0.041 1.333±0.529 1.258±0.200 a

茵陈水提物干预组 3 48.334±  8.303 a 1.244±0.346 0.954±0.321 1.087±0.266 2.955±0.479 ab 0.387±0.247 ab

注：与空白对照组比较，aP＜0.05；与 MDR3 基因突变组比较，bP＜0.05
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低 TNF 基因的 mRNA 表达水平。李菁［30］、Li 等［31］ 

研究显示，TNF-α 及其受体可能通过调控 MDR、

MDR2与MDP2基因的表达水平促进PNAC的发展，

抗 TNF-α 单克隆抗体（英夫利昔）可通过上调肝细

胞 MDR3 基因表达改善 PNAC 病变。国外研究结果

显示，长时间静脉营养可引起机体的慢性炎症状态，

而持续高浓度的 TNF-α 等炎症因子水平与 PNAC

等的并发症密切相关［32］。本研究结果显示，MDR3

基因突变组 TNF 基因 mRNA 表达水平增高与这些

学者的研究结果相符。本研究还显示，茵陈水提物

干预组编码 BSEP 蛋白的 ABCB11 基因 mRNA 表达

丰度高于 MDR3 基因突变组，茵陈水提物的肝保护

作用是否与改善其表达有关，仍需进一步研究探讨。

  综上所述，茵陈水提物对 MDR3 基因突变导致

的 PNAC 有保护作用，其作用机制可能与拮抗炎症

反应，降低 TNF 基因的 mRNA 表达丰度和改善编码

BSEP 的 ABCB11 基因 mRNA 表达，从而预防胆汁

淤积的发生发展有关。
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