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Abstract
AIM: To investigate the effect of endotoxin on 
the expression of hepatocyte GUSB mRNA and 
serum β-glucuronidase (β-GD) activity in mice. 

METHODS: Twenty-three BALB/c mice were 
divided into two groups: control (injection of Sa-
line without endotoxin) (n = 5) and LPS (n = 18). 
In the Lipopolysa cc haride (LPS) group, after 
injection of endotoxin, mice were put to death 
at 1/2, 2, 4, and 24 hours by breaking cervical 
vertebra. Serum β-glucuronidase activity was 
detected by an enzyme kinetics method; and the 
expression of GUSB mRNA in hepatocytes was 
detected by semi-quantity reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: In the LPS 1/2, 2 and 4 h groups, 
the activity of β-GD levels (3.96 ± 0.88, 4.40 ± 
0.55, 5.65 ± 0.58 Fishman Unit, respectively) was 
significantly higher than that of the controls 

(2.14 ± 1.46, P < 0.05). However, there was no 
significant difference between the LPS 24 h and 
the control group. By contrast, the expression of 
GUSB mRNA in the LPS group was significantly 
higher after being stimulated for 2 and 4 hours 
(1.10 ± 0.23 and 1.81 ± 0.04, respectively) than 
that in the control group (0.57 ± 0.36, P < 0.05). 
There were no significant differences between 
the LPS 1/2 h and LPS 24 h groups and the con-
trol group.

CONCLUSION: LPS not only increases the activ-
ity of serum β-glucuronidase in BALB/c mice, 
but also up-regulates the expression of GUSB 
mRNA in hepatocytes. This may be another 
mechanism by which endotoxin takes part in the 
pathogenesis of cholelithiasis. 
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摘要
目的: 研究内毒素对小鼠肝脏细胞β-葡萄糖苷
酸酶(GUSB)mRNA表达及其血清活性的影响. 

方法: 选择23只BALB/c小鼠分为2组, 对照组
5只, 腹腔注射不含内毒素的生理盐水; 其余小
鼠为实验组, 腹腔注射LPS, 并于注射后的1/2、
2、4、24 h采用酶促动力学方法检测内源性β-
葡萄糖苷酸酶(β-GD)活性; 取肝脏, 采用半定
量RT-PCR方法检测GUSB mRNA的表达. 

结果: 小鼠腹腔注射内毒素1/2、2和4 h后, 血
清β-GD活性(3.96±0.88, 4.40±0.55, 5.65±
0.58)显著高于对照组(2.14±1.46, P <0.05), 而
LPS 24 h组与对照组无显著性差异; 内毒素
刺激BALB/c小鼠2 h和LPS 4 h, 其肝脏细胞
GUSB mRNA表达(1.10±0.23, 1.81±0.04)显
著高于对照组(0.57±0.36, P <0.05), LPS 1/2 h
和LPS 24 h的GUSB mRNA表达与对照组相比
无显著性差异. 
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■背景资料
内源性β -葡萄糖
苷酸酶可以分解
胆红素双葡糖醛
酸酯, 产物之一非
结合胆红素与钙
质及高分子物质
结合, 生成非结合
胆红素钙, 参与胆
结石形成, 但人体
内源性β -葡萄糖
苷酸酶在胆汁中
活性很弱. 内毒素
可以激活人体白
细胞, 释放多种细
胞因子, 如肿瘤坏
死因子、白细胞
介素等, 他能否刺
激细胞, 释放内源
性β -葡萄糖苷酸
酶呢?  本文章即
是为了验证上述
假设.



结论: BALB/c小鼠经过腹腔注射LPS后, 其血
清中β-GD的酶活性具有显著性增加. LPS还
可以增加小鼠肝脏细胞GUSB mRNA的表达. 
LPS可能通过增加组织β-GD活性的途径, 参
与了胆色素结石的发病.

关键词: 内毒素; 胆石症; β-葡萄糖苷酸酶; 发病机

制; 逆转录聚合酶链反应
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0  引言

胆石症是临床上比较常见的疾病 ,  目前对其

病因和发病机制尚不是很清楚 ,  可能与胆道

感染 [1]、胆汁淤积、黏蛋白聚集、成核作用

(nucleation)[2]、胆道动力异常、胆固醇、胆汁

酸、胆红素代谢异常等因素有关. 其中, 胆汁中

的钙离子与非结合胆红素形成沉淀是胆色素结

石形成的主要原因[3]. 内源性或细菌源性β-葡萄

糖苷酸酶(β-Glucuronidase, 简称β-GD, 其编码

基因简写GUSB)都可以分解胆红素双葡糖醛酸 
酯[4], 产物之一非结合胆红素与钙质及高分子

物质结合, 生成非结合胆红素钙, 他不仅是胆色

素结石的主要成分, 也是某些胆固醇结石的核

心. 由于正常肠道黏膜的屏障作用[5]和Oddi括
约肌的单向阀门作用[6], 肠道细菌不是很容易

进入胆道, 因而并非所有胆石症患者胆汁或结

石中存在细菌, 但是细菌的内毒素(LPS)却可以

很容易进入肝胆系统[7]. LPS可以激活人体白细 
胞 [8 ] ,  释放多种细胞因子 ,  如肿瘤坏死因子

(TNF)、白细胞介素(IL-8、IL-10)等. 我们推测: 
通过各种途径进入肝胆系统的LPS, 刺激肝脏细

胞、胆囊及胆管上皮细胞、胆汁中白细胞, 释
放内源性β-GD, 参与胆石症的发病. 我们为验证

上述假设, 以LPS刺激BALB/c小鼠, 于不同时间

点检测肝脏GUSB mRNA表达, 以及血清中内源

性β-GD的活性, 探讨内毒素与胆石成因之间的

关系.

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 选择6-8周龄对内毒素比较敏感

的BALB/c小鼠, 雌雄不拘, 体质量20-25 g左右, 
为中国医科大学动物中心提供. 
1 . 1 . 2  药物及试剂  酚酞葡萄糖苷酸及内毒
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素(来自E .c o l i  O111: B4), 购自S i g m a公司; 
总RNA提取系统(Ⅱ)To ta l RNA Ext rac t ion 
S y s t e m (Ⅱ )为华美生物工程公司产品 ;  反
转录PCR试剂盒BcaBEST TM RNA PCR Ki t 
Ve r.1.1及D N A M a r k e r D L2000为宝生物工

程 (大连 )有限公司产品 .  引物由上海博亚生

物技术有限公司合成 ,  其中 :  β -葡萄糖苷酸

酶F: 5' TGTGGAGCAAGACATCGG3', R: 5' 
A A C G G A G C A G G T T G A A AT3', 肌动蛋白

(β-actin)F:5' CACCCTGTGCTGCTCACCGAGG
CC  3'.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型制备与分组 5只小鼠ip不含内毒

素的生理盐水作为对照组; 其余小鼠为实验组, 
按5 mg/kg LPS腹腔注射, 并于注射后的0.5, 2, 4, 
24 h断颈椎处死小鼠, 取血液抗凝离心, 上清冻

存待测; 取肝脏置于DEPC水处理过的Eppendorf
管中,  -70℃保存备用.
1.2.2 酶促动力学方法检测血清内源性β-GD活性 
采用李宁 et al [9]报道的方法, 于pH4.5条件下测

定内源性β-GD活性. 具体方法为: 上清液100 μL, 
加0.01 mol/L酚酞葡萄糖苷酸水溶液0.1 mL, 加
醋酸缓冲液100 μL, 调节pH值至4.5, 置于38℃
保温, 反应24 h, 然后流水冷却, 加甘氨酸-十二

烷基硫酸钠溶液(pH11.7)1.0 mL, 加去离子水 
1.5 mL混匀, 10 min后于波长540 nm比色, 测定A
值. 以酚酞为标准品, 0-100 mg/L浓度系列绘制

酚酞标准曲线, 1-5代表试管(表1). 
1.2.3 半定量RT-PCR检测肝脏GUSB mRNA的表

达 
1.2.3.1 引物设计 查询小鼠G U S B m R N A序

列, 利用Primer premier 5软件设计引物. 引物

由上海博亚生物技术有限公司合成: (1)GUSB. 
F: 5' AACGGAGCAGGTTGAAAT 3', R: 5' 
TGTGGAGCAAGACATCGG 3'; (2)β-actin. F: 5' 
CACCCTGTGCTGCTCACCGAGGCC 3', R: 5' 
CCACACAGATGACTTGCGCTCAGG 3'.
1.2.3.2 肝脏细胞中总RNA的提取[10] 选取小鼠肝

脏组织0.1 g, 置于1.5 mL微量离心管(Eppendorf 
tube)中, 剪碎研磨制成匀浆, 向管内添加1 mL 
RNA裂解酶, 用5 mL注射器在管内反复吹打均

匀; 添加200 μL氯仿, 混匀, 于4℃ 13 000 r/min离
心15 min, 吸上层水相至一0.5 mL微量离心管中, 
加入50 μL异丙醇, 4℃放置30 min至1 h, 于4℃ 
13 000 r/min离心15 min, 弃上清液, 得RNA沉

淀, 加入750 mL/L乙醇300 μL充分洗涤沉淀, 于

www.wjgnet.com

■研发前沿
内毒素与细胞表
面的C D 1 4结合 , 
再通过钟样受体
4实现跨膜转导 , 
使核因子-κB从胞
浆转移至核内, 从
而启动细胞内的
基因转录更多的
mRNA, 增加蛋白
的合成, 此通路系
本领域研究的热
点问题.
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4℃ 13 000 r/min离心15 min, 弃上清液, 室温下

干燥RNA沉淀10 min, RNA产量及纯度用岛津

UV2201型紫外分光光度计260/280 nm波长测定, 
并用双蒸水溶解RNA过夜,  -70℃保存. 
1.2.3.3 反转录合成c D N A第一链  (1)按下列

组成配制反转录反应液: 25 mmol/L MgSO4 4 
μL, 2×Bca 1st Buffer 10 μL, RNase Free dH2O 
1.5 μL, dNTP Mixture (各10 mmol/L)1 μL, 
RNase Inhibitor(4×107 U/L) 0.5 μL, BcaBEST 
Polymerase(2.2×107 U/L), Oligo dT Primer 1 μL. 
(2)按以下条件进行反转录反应: 65℃ 1 min, 
30℃ 5 min, 65℃ 15-30 min(15-30 min内匀速升

温), 98℃ 5 min, 5℃ 5 min. 反转录产物cDNA于

-70℃冻存备用.
1.2.3.4 P C R反应  按下列组成配制P C R反应

液: 25 mmol/L MgSO4 6 μL, 5×Bca 2st Buffer  
16 μL, 灭菌蒸馏水, 55.5 μL, Bca-Optimized Taq, 
0.5 μL, 上游特异性PCR引物1 μL, 下游特异性

PCR引物1 μL. 把反应液加入到反转录反应结束

后的PCR反应管中, 轻轻混匀. 94℃ 30 s, 25-30
循环, 37-65℃ 30 s, 72℃ 1-10 min, 72℃ 5 min. 
PCR反应产物以肌动蛋白(β-actin)作对照, 取反

应液(5-10 μL)用20 g/L琼脂糖凝胶电泳(60 V,  
1.5 h), 溴化乙锭染色显示, 凝胶成像仪观察, 使
用10Kodak型号紫外、白透射仪成像分析系统

分析成像, 以GUSB mRNA/β-actin mRNA电泳

带的荧光强度比值作为GUSB mRNA的表达量 
指标.

统计学处理 所有数据采用均数±标准差

(mean±SD)表示, 应用SPSS11.5统计软件进行

方差分析, P <0.05认为有显著性差异.

2  结果

2.1 BALB/c小鼠生存状况 共计对23只BALB/c
小鼠ip内毒素(5 mg/kg), 作用时间最长24 h, 无死

亡, 亦未发现有小鼠发生腹腔感染. 
2.2 ip内毒素对小鼠血清β-葡萄糖苷酸酶活性

的影响 各组BALB/c小鼠ip内毒素后, 血清β-葡
萄糖苷酸酶活性的情况, 经过统计分析, 注射

LPS 0.5, 2和4 h后, 血清β-葡萄糖苷酸酶活性显

著高于对照组, 而24 h组与对照组无显著性差异 
(表2). 
2.3 LPS对小鼠肝细胞GUSB mRNA表达的影

响 LPS 2 h组和LPS 4 h组显著高表达于对照组, 
LPS 0.5 h和LPS 24 h的GUSB mRNA表达, 与对

照组无显著性差异(表3). LPS影响小鼠肝脏细胞

GUSB mRNA表达的RT-PCR结果(图1). 

3  讨论

我们采用的检测组织β-葡萄糖苷酸酶的方法原

理为: 组织β-葡萄糖苷酸酶在其最适pH4.5条件

下, 可以水解酚酞葡萄糖苷酸, 生成酚酞和β-葡
萄糖苷酸钠盐, 随着反应进行, 反应混合物中酚

酞量增加, 在碱性环境下显红色. 其颜色的深

浅与β-GD的活性成正比[11], 以100 mL血清每小

时水解酚酞葡萄糖苷酸所释放酚酞的微克数

表示β-GD的活性单位(Fishman Unit). 人β-葡萄

糖苷酸酶(EC 3.2.1.31)是一种溶酶体酸性水解

酶, 其系统名是β-D-葡萄糖苷酸葡萄糖醛酸水

解酶, (β-D-glucuronide glucuronosohydrolase), 
能特异的催化葡萄糖酸C1位上的β-糖苷键水

解, 释放出葡糖醛酸. β-GD广泛分布于人体各

组织[12](如肝、肾、脾、肾上腺、甲状腺、胃

肠黏膜、子宫和包皮腺), 细胞(如红细胞、白细

胞、血小板、巨噬细胞、成纤维细胞)及体液

(如血清、尿液、脑脊液、胆汁、阴道液、胃

液和十二指肠液等)中, 其胞内定位主要在溶酶

体、线粒体及微粒体内, 他是一类四聚体糖蛋

白, 分子量275 000. β-GD的活性于个体间差异

较大, 在体内的真正生理功能迄今尚未完全阐

明, 可能与胆红素代谢、类固醇激素的生物转

化及各种葡萄糖苷酸的水解有关; 他还可能与

其他溶酶体酶共同参与细胞器的溶解及细胞的

表  1  标准曲线制备(mL)

     
                       空白管	      1           2         3	         4          5

醋酸缓冲液     0.2	    0.2      0.2      0.2        0.2      0.2

酚酞标准液     0	    0.02    0.04    0.06	     0.08    0.10

甘氨酸SDS     2.8	    2.8      2.8      2.8        2.8      2.8

蒸馏水	        2.0	   1.98     1.96    1.94	     1.92    1.90

表  2  各组BALB/c小鼠血清β-GD酶活性(Fishman Unit)

     
分组	               β-GD活性                  t 值                P 值

对照组                  2.14±1.46

LPS 1/2 h             3.96±0.88a            2.548          0.031

LPS 2 h                4.40±0.55a            2.896          0.023

LPS 4 h                5.65±0.58a            4.474          0.03

LPS 24 h              3.85±1.11             1.924          0.096

aP<0.05 vs  对照组.

■创新盘点
首次发现内毒素
可以增加小鼠血
清中β -葡萄糖苷
酸酶活性, 向上调
节该基因mRNA
的 表 达 ,  为 不 伴
有细菌感染的胆
色素结石的发病
原因提供间接的 
证据.
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更新; 从多型核白细胞(PMN)释放的β-GD可以

在炎症引起组织损伤及杀灭细菌方面具有重要

作用. 此酶的另一个作用是在溶酶体内通过去

除硫酸软骨素和硫酸乙酰肝素末端β-葡糖醛酰

基残基降解糖胺聚糖. 此酶缺乏[13-14]可以造成非

降解糖胺聚糖的贮积, 导致黏多糖贮积症Ⅶ型

(mucopolysaccharidosis type seven, MPS Ⅶ). 
棕色素结石含有约60%胆红素钙, 黑色素结

石含有约40%胆红素钙, 而某些胆固醇结石亦含

有胆红素钙的核心, 这说明胆石症的病因与胆

红素的代谢密切相关[15]. Maki[16]认为, 细菌β-GD
水解胆汁中的结合胆红素, 成为非结合胆红素

(UCB)和葡萄糖醛酸, UCB再与钙结合, 在硫酸

糖蛋白的参与下, 经聚合导致结石产生, 此细菌

酶解致石学说已得到公认, 但是并非所有的胆

石症患者的胆汁或结石中存在细菌, 提示了一

定有非细菌因素参与胆石症的成因. 由于内源

性β-GD同样可以水解胆红素双葡糖醛酸酯, 即
水解结合胆红素, 因而与胆色素结石的形成有

关. Ostrow et al [17]认为胆道及肝组织的内源性

β-GD水解结合胆红素导致色素沉淀进而形成结

石;  Ho et al [18]通过研究发现, 棕色素结石组胆汁

中内源性β-GD活性显著高于对照组, 而且该酶

活性与胆红素的分解率及分解程度有很强的正

相关性, 推测内源性β-GD可能在胆色素结石的

发病中起主要作用. 杨波 et al [19]通过免疫电镜胶

体探针技术, 对胆红素结石患者肝细胞溶酶体

内源性β-GD进行定量研究, 发现内源性β-GD与

胆红素结石的形成密切相关. 内源性β-GD有多

种形式, 其作用的最适pH值为3.8, 4.5和5.2, 与
正常胆汁pH值相差大, 且受胆汁中葡萄糖醛酸

-1, 4-内酯及胆盐的抑制, 故其在胆汁中活性甚

弱[20]. 但是, 如果发生胆道感染, 肝、胆管上皮

及胆汁中白细胞分泌的酶增多, 且细胞膜的通

透性增大, 释放入细胞外的酶量就会增加. Osnes  
et al [21]发现, 胆总管胆汁中LPS的水平与结石的

发病密切相关, 推测其中的一个机制是: LPS通
过细胞毒效应激活胆道黏膜细胞及位于胆汁中

的白细胞, 促进释放内源性β-GD. 如果胆汁中的

β-GD超出了抑制剂的作用, 就会水解结合胆红

素, 导致结石的发生. 
我们的研究发现, 正常B A L B/c小鼠血清

内可以检测到一定活性的β-GD, 其肝脏细胞亦

有一定的GUSB mRNA表达. ip LPS以后, 无论

是血清β-GD活性, 还是肝细胞GUSB mRNA表

达, 都有增加. 对于β-GD活性, 这种增加开始

于内毒素注射后0.5 h, 在4 h增加到高峰, 随后

下降, 在24 h已经和对照组的酶活性无显著性

差异; 对于肝细胞GUSB mRNA表达, 这种增

加也具有一定的时间依赖性, 即在LPS刺激的 
24 h之内, β-GD活性随刺激时间的延长, 呈现先

升高, 后下降的趋势, 只不过这种增加直到LPS
注射2 h后才和对照组有显著性差异, 在24 h也
下降到与对照组相差无几的水平. 针对此处肝

细胞GUSB mRNA表达的增加反而滞后于血清

β-G D活性增加的现象, 我们认为有两种可能

的原因: (1)实验误差造成的; (2)小鼠在ip LPS
后, 血清中β-GD活性的增加机制, 是独立于肝

脏细胞GUSB mRNA表达, 即血清β-GD活性的

增加很有可能是LPS作用于血细胞的结果. 由
于我们从体质量<30 g的BALB/c小鼠身上, 总共

取血不足0.5 mL, 分离白细胞提取RNA比较困

难, 故LPS对BALB/c小鼠外周血单核细胞GUSB 
mRNA表达的影响情况, 我们未知. 

LPS增加血清中β-GD活性的机制可能如下: 
LPS与肝脏细胞和外周血单核细胞表面的CD14
结合后[22-23], 具有信号传导功能[24-25], 通过钟样

受体4(Toll like receptor 4, TLR4)实现跨膜转 
导[26-27], 使核因子-κB(NF-κB)从胞浆转移至核 

■应用要点
本研究对指导临
床预防胆石症的
发病提供实验依
据, 即通过使用肠
黏膜保护剂等措
施控制内毒素入
血, 对减少胆石症
的产生有一定意
义.

表  3  各组BALB/c小鼠肝细胞GUSB mRNA的表达(mean
±SD)

     
 分组	                GUSB mRNA                 t 值            P 值

对照组                    0.57±0.36

LPS 0.5 h               0.85±0.29              1.405        0.194

LPS 2 h                  1.10±0.23a             2.539        0.039

LPS 4 h                  1.81±0.04a             6.775        0.001

LPS 24 h                0.94±0.51              1.301        0.235

aP<0.05 vs  对照组.

Marker    1      2      3     4      5      6       7     8     9      10   11

2000 bp

690 bp
407bp

100bp

2000 bp

690 bp
407bp

100bp

β-actin
GUSB

β-actin
GUSB

图  1  LPS对小鼠肝脏细胞GUSB mRNA表达的影响. 1-5: 对

照组; 6-11: LPS 0.5 h组; 12-15: LPS 2 h组; 16-19: LPS 4 h

组; 20-23: LPS 24 h组.  

Marker 12    13     14    15     16    17     18    19    20    21    22    23
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内[28], 从而启动细胞内控制β-GD的基因(GUSB
基因)转录更多的mRNA, 增加β-GD蛋白的合成. 
我们的研究发现, LPS刺激BALB/c小鼠后, 不但

可以增加其血清β-GD的活性, 还可以向上调节

小鼠肝脏细胞表达GUSB mRNA, 这就从分子

水平证明LPS可以增加组织源性β-GD的合成和

释放, 他也许可以解释那些不伴有细菌感染的

胆色素结石的发病原因. 由于Oddi括约肌的单

向阀门作用(non-return valve action)和肠道黏膜

的屏障作用[29-30], 多数细菌很难从肠道进入胆

道, 但LPS却很容易. 进入肝胆系统的LPS有可

能刺激肝脏细胞, 胆道上皮细胞, 胆汁中的白细

胞, 增加GUSB mRNA表达进而增加了胆汁中的

β-GD活性, 在一定的环境下, β-GD分解结合胆

红素, 成为非结合胆红素(UCB)和葡萄糖醛酸, 
UCB再与钙结合, 导致结石产生. 

总之, BALB/c小鼠经过ip LPS后, 其血清中

β-GD的酶活性具有显著性增加. LPS还可以增

加小鼠肝脏细胞GUSB mRNA的表达. LPS可能

通过增加组织β-GD活性的途径, 参与了胆色素

结石的发病.
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