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不同性激素诱导的SD大鼠妊娠期肝内胆汁淤积症模型的
肝脏病理生理研究

张 丹，邵 勇，陈 昶，张 华
（重庆医科大学附属第一医院妇产科、重庆医科大学生命科学研究所，重庆　400016）

【摘 要】目的：通过分析雌二醇、孕酮诱导的大鼠妊娠期肝内胆汁淤积症（intrahepatic cholestasis of pregnancy，ICP）模型的肝脏

损伤水平、胆汁酸谱以及炎症因子、氧化应激水平，探索妊娠期肝内胆汁淤积的发病机制。方法：妊娠期 Sprague-Dawley（SD）
大鼠颈部皮下注射雌二醇或孕酮构建大鼠 ICP 模型。通过检测血清总胆汁酸（total bile acid，TBA）、丙氨酸氨基转移酶（ala⁃
nine amiotransferase，ALT）、门冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）水平

评价模型是否成功；通过肝脏病理切片评价肝脏损伤情况；采用液相色谱-质谱联用仪分析肝脏胆汁酸谱；使用RT-qPCR检测

肝脏中炎症因子肿瘤坏死因子 a（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、白细胞介素-6（in⁃
terleukin-6，IL-6）的转录水平；使用试剂盒检测肝脏氧化和抗氧化标志物丙二醛（malondialdehyde，MDA）、超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）和谷胱甘肽（glutathione，GSH）的水平；采用RT-qPCR和Western blotting检测肝脏抗氧化应激标志

物核因子红系 2 相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor 2，NRF2）、谷氨酸-半胱氨酸连接酶修饰亚基（glutamate-
cysteine ligase modifier subunit，GCLM）、谷氨酸-半胱氨酸连接酶催化亚基（glutamate-cysteine ligase catalytic subunit，GCLC）、 
NAD（P）H醌氧化还原酶-1［NAD（P）H quinone oxidoreductase-1，NQO1］、血红素氧合酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）的mRNA
和蛋白质水平。结果：雌激素组、孕激素组大鼠血清TBA、ALT、AST、ALP水平均较对照组显著升高。HE染色显示雌激素组大

鼠肝血窦变窄，胆汁淤积；孕激素组部分肝细胞水肿，少量脂肪变性细胞出现。胆汁酸谱在各组间有较大差异。雌激素组肝脏

中TNF-α、IL-1β、IL-6、MDA水平上升，而GSH、SOD和NRF2、GCLM、GCLC、NQO1的mRNA和蛋白质水平下降，而孕激素组均

无明显变化。结论：雌激素、孕激素均能诱导大鼠发生 ICP，其中雌激素可抑制NRF2-GCLM、NRF2-GCLC通路并导致肝脏损

伤加重，而孕激素则无以上作用。
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Liver pathophysiology of Sprague-Dawley rat models of intrahepatic 
cholestasis of pregnancy induced by different sex hormones

Zhang　Dan，Shao　Yong，Chen　Chang，Zhang　Hua
（Department of Obstetrics and Gynecology，The First Affiliated Hospital，Institute of Life Science，

Chongqing Medical University）
【Abstract】Objective：To explore the pathogenesis of intrahepatic cholestasis of pregnancy（ICP） in rats induced by either estradiol or 
progesterone，through determining the levels of liver damage，bile acid profiles，inflammatory factors，and oxidative stress. Methods：
ICP models were established by subcutaneous injection of either estradiol or progesterone in the neck of Sprague-Dawley（SD） rats dur⁃
ing pregnancy. The models were evaluated by measuring the levels of TBA（serum total bile acid），ALT（alanine aminotransferase），AST
（aspartate aminotransferase），and ALP（alkaline phosphatase）. Liver injury was evaluated through pathological section observation. 
The bile acid profiles of the liver were analyzed by liquid chromatography-mass spectrometry. The transcription levels of inflammatory 
cytokines（tumor necrosis factor-α[TNF-α]，interleukin[IL]-1β，and IL-6） in the liver were measured using RT-qPCR. The levels of 
oxidative and antioxidative markers（malondialdehyde[MDA]，glutathione[GSH]，and superoxide dismutase[SOD]） were determined us⁃
ing commercial kits. The mRNA and protein levels of antioxidative stress markers（nuclear factor erythroid 2-related factor 2[NRF2]，
glutamate-cysteine ligase modifier subunit[GCLM]，glutamate-cysteine ligase catalytic subunit[GCLC]，NAD（P）H quinone oxidoreduc⁃

tase-1[NQO1]，and heme oxygenase-1[HO-1]） in the liver were 
determined using RT-qPCR and Western blotting，respectively. 
Results：The levels of serum total bile acid，ALT，AST，and ALP in 
the estradiol group and progesterone group were significantly higher 
than those in the control group. HE staining showed narrower he⁃
patic sinusoids and cholestasis in the estradiol group and hepatocyte 
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swelling and mild hepatic steatosis in the progesterone group. The bile acid profiles were significantly different between the groups. In 
the estradiol group，the levels of TNF-α，IL-1β，IL-6，and MDA in the liver were significantly increased，while the levels of GSH and 
SOD as well as the mRNA and protein levels of NRF2，GCLM，GCLC and NQO1 were significantly decreased，with no significant 
changes in the progesterone group. Conclusion：Both estrogen and progesterone induce ICP in rats. Estrogen can inhibit the NRF2-
GCLM and NRF2-GCLC pathways to aggravate liver injury，while progesterone has no such effect.
【Key words】intrahepatic cholestasis of pregnancy；estrogen；progesterone；bile acid profile；oxidative stress

妊娠期肝内胆汁淤积症（intrahepatic cholesta⁃
sis of pregnancy，ICP）是妊娠期特发的一种肝内胆汁

淤积症，以母体瘙痒、血清总胆汁酸浓度升高、转氨

酶升高为特征[1-3]，影响 0.3%~5.6%的孕妇[4]。ICP可

能导致包括早产、胎儿窘迫和死胎在内的严重后

果[5-6]。已有研究表明，ICP 与环境、免疫失衡和遗

传变异等因素密切相关[7]，但确切的发病机制尚不

清楚。

目前认为 ICP的发生可能与性激素有关，雌、孕

激素都可用于建立 ICP动物模型[8]。然而，两种激素

在 ICP的发生过程中分别扮演什么角色？采用 2种

激素建立的 ICP动物模型有何差异？这些关键问题

尚不明确，不利于 ICP动物模型的标准化和不同研

究之间的数据比较，更不利于阐明 ICP的发病机制。

临床以血清总胆汁酸浓度作为 ICP的诊断标准

之一。然而，本课题组的前期研究发现，血清胆汁

酸谱比血清总胆汁酸更有助于 ICP的分级[9]。血清

胆汁酸源于肝脏，可间接反映胆汁酸的肝-肠循环

状态。然而，能更直观显示 ICP过程中胆汁酸生成和

循环状态的肝组织胆汁酸谱，尚未得到充分研究。

此外，有研究表明，氧化应激在肝内胆汁淤积

症的病理过程中起主要作用[10]。转录因子核因子红

系 2 相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related 
factor 2，NRF2）是细胞异生和氧化应激反应的主要

协调因子之一，具有抗炎作用[11]。NRF2在正常条件

下调节细胞对氧化损伤的反应和大多数抗氧化酶

的表达。它作为抗氧化反应元件与启动子序列结

合并激活基因，启动新的抗氧化酶的转录[11]。有证

据表明，胆汁淤积的患者肝脏过氧化反应增加，抗

氧化反应减少[2，12]。另一方面，ICP患者的血清中也

存在氧化应激标志物[13]，但 ICP 患者是否存在肝内

氧化应激尚不明确。

综上，本研究拟分别使用雌激素和孕激素建立

大鼠 ICP模型，然后观察其肝脏中 ICP相关指标，包

括肝脏损伤程度、胆汁酸谱、炎症因子，以及氧化与

抗氧化标志物的表达，旨在探索雌、孕激素在 ICP发

生发展中的作用及机制，为 ICP的防治提供新思路。

1　材料与方法

1.1　药物

丙二醇，购自北京索莱宝科技有限公司，货号：P7071。
雌二醇，购自美国 Sigma-Aldrich 公司，货号：E8875。孕酮，

购自美国Sigma-Aldrich公司，货号：P0130。
1.2　实验动物及处理

本研究通过重庆医科大学伦理委员会批准，批准号为

2021073。由重庆医科大学实验动物中心提供 SPF级成熟未

交配的 6-8周 Sprauge-Dawley雌性大鼠 21只，体质量（200±
20） g，使用许可证号为YXK（渝）2012-0001。重庆医科大学

IVC动物房常年保持相对恒定的室内温度 21~25 ℃，每日光

照时间 12 h（08:00~20:00），室内相对湿度 30%~70%，使用标

准动物饲料喂养，所有大鼠均可自由饮水和进食。

大鼠按照 2∶1比例合笼饲养，每天清晨于显微镜下观察

雌鼠阴道分泌物涂片，从发现精子之日起定为妊娠第 1天，

分笼饲养至妊娠14 d。
对照组（Con）于孕 14 d起每天颈部皮下注射雌、孕激素

溶剂丙二醇。雌激素组（Est）于孕 14 d起每天颈部皮下注射

5 mg/kg雌二醇，孕激素组（Pro）于孕 14 d起每天颈部皮下注

射孕酮 225 mg/kg，连续注射 5 d。于妊娠第 21天内眦取血后

颈椎脱臼处死，取肝脏。

1.3　实验方法

1.3.1　血清生化标志物　血清总胆汁酸（total bile acid，
TBA）含量采用酶循环法测定。血清丙氨酸氨基转移酶（ala⁃
nine amiotransferase，ALT）、门冬氨酸氨基转移酶（aspartate 
aminotransferase，AST）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，
ALP）水平使用商用试剂盒（南京建成生物工程研究所，中

国）测定。

1.3.2　苏木精-伊红（HE）染色　取大鼠肝脏组织，按照要求

制备石蜡切片，用二甲苯脱蜡，酒精水化，用苏木精染料进行

染色，冲洗，再用 0.1%酸乙醇进行分化，伊红液染色，冲洗，

然后用酒精进行醇洗以及脱水，用二甲苯进行透明，使用树

脂封片，在光学显微镜下观察并采集图像。

1.3.3　肝脏胆汁酸谱分析　取 50 mg肝组织，加入 20 μL浓

度为 1 μg/mL的胆酸-d4内标，然后加入 1 mL甲醇匀浆。离

心后取上清液，真空干燥后复溶于 100 μL 50%甲醇，采用已

建立的液相色谱-质谱联用方法检测胆汁酸水平[14]。
1.3.4　肝脏氧化和抗氧化应激指标　取 100 mg 肝脏加入

900 mL生理盐水，4 ℃匀浆，以3 500 r/min 4 ℃离心10 min。上

清液用于丙二醛（malondialdehyde，MDA）、超氧化物歧化
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酶（superoxide dismutase，SOD）和 谷 胱 甘 肽（glutathione，
GSH）的试剂盒检测（南京建成生物工程研究所，中国）。

1.3.5　RT-qPCR　按照试剂盒说明书（湖南艾科瑞生物技

术有限公司，中国）提取肝脏中总mRNA，使用NanoDrop one/
One C 测定各组样本中 mRNA 浓度。按照反转录酶试剂盒

说明书（湖南艾科瑞生物技术有限公司，中国），将总 mRNA
反转录成 cDNA。根据 SYBR Green Master Mix 说明书（艾科

瑞生物技术有限公司），利用 BioRad CFX-96 PCR 仪进行扩

增。基因表达量通过公式 2-ΔΔCT进行换算。所有实验均重复

3遍。引物序列见表1。

1.3.6　Western blot　称取肝脏组织 50 mg，加入适量含蛋白

酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 RIPA（上海碧云天生物技术有

限公司）充分裂解蛋白。用BCA试剂盒（上海碧云天生物技

术有限公司）测定蛋白浓度，然后进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶

电泳，结束后将蛋白转移至 PVDF 膜，5% 的脱脂牛奶封闭 1 
h，按照 1∶1 000稀释一抗，4 ℃孵育过夜。第二天用TBST洗

膜 3 次，每次 5 min；按照 1∶5 000 稀释二抗，常温孵育 1 h，
TBST 洗膜 3 次，用 Fusion（Vilber Lourmat，法国）和 ECL 化学

发光剂检测条带。所有实验重复3遍。

1.4　统计学方法

正态分布的计量资料以均数±标准差（x±s）表示，采用

GraphPad 8 Prism（版本 8.4.0）经单因素方差分析比较组间差

异，检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　血清生化指标

与对照组比较，Est 组的 TBA、ALT、AST、ALP 水平，Pro
组的 TBA、ALT、AST水平显著升高（P=0.000，图 1）。以上结

果表明2种激素均可建立大鼠 ICP模型。

2.2　肝脏病理变化

肉眼观，对照组大鼠的肝脏光滑柔软，边缘锐利。Est组
肝脏可见棕色颗粒沉积，部分肝脏出现局部组织坏死。Pro
组与对照组类似，柔软光滑，未见明显异常。与对照组相比，

Est组大鼠肝脏/体重比增加（P=0.000，图 2A），Pro组肝脏/体
重比无明显变化。HE染色结果显示，对照组肝细胞以中心

静脉为中心向四周放射，肝细胞排列整齐，肝板结构以及肝

血窦正常无紊乱。Est组肝细胞排列紊乱，出现点状坏死，肝

血窦变窄，部分炎性细胞浸润，胆栓形成。Pro 组肝细胞水

肿，少量脂肪变性细胞出现（图2B~D）。

2.3　肝脏胆汁酸谱

对照组、Est 组与 Pro 组表现出不同的肝脏胆汁酸谱。

Est 组牛磺胆酸（taurocholic acid，TCA）、猪去氧胆酸（hyode⁃
oxycholic acid，HDCA）、甘氨熊去氧胆酸（Glycyrtodeoxycholic 
acid，GUDCA）、12-氧代脱氧胆酸（12-oxydeoxycholic acid，
12-OXO-CDCA）、7-氧代石胆酸（7-oxylithocholic acid，7-
OXO-LCA）的水平显著高于对照组，去氧胆酸（deoxycholic 
acid，DCA）、牛磺鹅去氧胆酸（taurochenodeoxycholic acid，
TCDCA）、甘 氨 鹅 去 氧 甘 胆 酸（Glycinodeoxycholic acid，
GCDCA）的水平显著低于对照组。相反，Pro 组主要表现为

较高浓度的猪去氧胆酸（hyodeoxycholic acid，HDCA）、鹅去

氧胆酸（chenodeoxycholic acid，CDCA）、熊去氧胆酸（ursodes⁃
oxycholic acid，UDCA）和较低浓度的去氧胆酸（deoxycholic 
acid，DCA）、牛磺鹅去氧胆酸（taurochenodeoxycholic acid，
TCDCA）、甘氨胆酸（glycocholic acid，GCA）、去甲胆酸（Nor⁃
cholic acid，NCA）（P=0.000，图3）。

表 1　基因引物序列

基因

NRF2-F

NRF2-R

GCLM-F

GCLM-R

GCLC-F

GCLC-R

NQO1-F

NQO1-R

HO1-F

HO1-R

TNF-α-F

TNF-α-R

IL-1β-F

IL-1β-R

IL-6-F

IL-6-R

β-actin-F

β-actin-R

引物序列（5’-3’）
CAGCATAGAGCAGGACATGGAG
GAACAGCGGTAGTATCAGCCAG
TCCTGCTGTGTGATGCCACCAG
GCTTCCTGGAAACTTGCCTCAG
ACACCTGGATGATGCCAACGAG
CCTCCATTGGTCGGAACTCTAC
GCCGAACACAAGAAGCTGGAAG
GGCAAATCCTGCTACGAGCACT
CACTCTGGAGATGACACCTGAG
GTGTTCCTCTGTCAGCATCACC
CGTCAGCCGATTTGCCATTT
TCCCTCAGGGGTGTCCTTAG
GCACAGTTCCCCAACTGGTA
TGTCCCGACCATTGCTGTTT
TGCACTGTCAGAAAACAATCTG
CCAGAGCAGATTTTCAATAGGC
GTACTAGTCGTAGCAGTAGT
GCTAGTCAGTCAGCTAGCTAT

                      注：a，与Con组比较，P=0.000；b：与Con组比较，P=0.000；c：与Est组比较，P=0.000
图 1　SD 大鼠血清中的 TBA、ALT、AST、ALP 水平（x±s，n=7）
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             注：a，与Con组比较，P=0.000；b：与Est组比较，P=0.000
图 2　SD 大鼠肝脏/体重比和肝脏 HE 染色（x±s，n=7）

         注：a，与Con组比较，P=0.000；b：与Con组比较，P=0.000；c：与Est组比较，P=0.000
图 3　各组 SD 大鼠肝脏中胆汁酸的相对浓度（x±s，n=7）
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2.4　肝脏炎症因子

与对照组相比，Est 组肝脏炎症因子肿瘤坏死因子 α
（tumor necrosis factor- α，TNF-α）、白介素-1β（interleukin-
1β，IL-1β）、白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）的 mRNA 水

平均显著上升，但孕激素组肝脏的 TNF- α、IL-1β、IL-6 
mRNA水平无显著变化（图4）。

2.5　肝脏氧化和抗氧化应激指标

与对照组比较，Est组MDA水平显著上升，GSH、SOD水

平显著下降，孕激素组的 MDA、GSH、SOD 的水平无明显变

化（图5）。

2.6　雌激素抑制NRF2通路

为了验证雌孕激素是否通过调节 NRF2 调节氧化应激

与抗氧化应激通路，我们运用RT-qPCR以及Western blotting
检测 NRF2、GCLC、GCLM、NQO-1、HO-1 mRNA 水平与蛋白

表达水平的变化。结果显示，与对照组相比，Est 组 NRF2、
GCLC、GCLM、NQO-1 的 mRNA 和蛋白表达水平均显著下

降。而 Pro 组 NRF2、GCLC、GCLM、NQO-1、HO-1 的 mRNA
和蛋白水平无明显差异（图6、7）。

                                        注：a，与Con组比较，P=0.000；b：与Est组比较，P=0.000
图 4　各组 SD 大鼠肝脏 TNF-α、IL-1β、IL-6 的 mRNA 相对水平（x±s，n=7）

                                  注：a，与Con组比较，P=0.000；b：与Est组比较，P=0.000
图 5　各组 SD 大鼠肝脏 MDA、GSH、SOD 水平（x±s，n=7）

     注：a，与Con组比较，P=0.000
图 6　各组 SD 大鼠肝脏 NRF2、GCLC、GCLM、NQO-1、HO-1 mRNA 相对水平（x±s，n=7）
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3　讨 论

本研究采用雌激素和孕激素分别建立了大鼠

ICP模型，并观察到了一些典型的 ICP特征，但是雌

激素和孕激素诱导的大鼠 ICP模型的肝脏的病理生

理指标有所差异，可能涉及不同的机制。

本研究中发现雌、孕激素组血清 TBA、ALT、
AST的水平明显上升，与临床上妊娠期肝内胆汁淤

积的总胆汁酸和血清转氨酶水平变化一致[13，15]，说
明雌、孕激素都可用于建立大鼠妊娠期肝内胆汁淤

积症模型。

在雌孕激素诱导的 ICP 模型中，肝细胞排列紊

乱，出现点状坏死，肝血窦变窄，部分炎性细胞浸

润。孕激素诱导的 ICP模型中，出现肝细胞水肿，少

量脂肪变性细胞。目前尚未有 ICP病人的肝脏病理

组织报道，但胆汁淤积的患者的肝脏病理结果显示

大量炎症细胞浸润和肝板结构紊乱，胆栓形成[16]，这
与雌激素诱导的 ICP模型相似。

对雌、孕激素诱导的大鼠 ICP 模型的肝脏胆汁

酸谱分析发现，雌激素组和孕激素组出现了不同的

胆汁酸代谢模式，包括 GUDCA、UDCA、12-OXO-
CDCA、7-OXO-LCA、GCA、GLCA 在内的胆汁酸水

平在雌激素和孕激素组之间出现较大差异。由于

不同的胆汁酸具有不同的药理作用和毒性，因此可

能造成不同的病理后果。在以往的研究中，发现血

清胆汁酸谱能反映 ICP的亚型[9]，本研究肝脏胆汁酸

谱的分析进一步揭示，不同的 ICP动物模型表现为

不同的肝脏胆汁酸代谢特征。

有研究指出，肝脏中有毒胆汁酸的积累会引起

包括肝细胞、胆管细胞等多种细胞的炎症反应[17]，加
重肝脏内部的胆汁淤积，进一步导致肝脏细胞毒

性，诱发细胞凋亡和氧化应激[18]。以往研究中发现

ICP 血清促炎细胞因子水平显著升高[11]，表明炎症

会导致肝脏损伤。通过 RT-qPCR 结果发现雌激素

诱导的 ICP大鼠中肝脏炎症因子TNF-α、IL-1β、IL-
6 水平显著升高，说明雌激素诱导的 ICP 大鼠肝脏

存在炎症，这与临床报道的 ICP患者血清炎症因子

TNF-α、IL-6水平增高的结果相似[19]。但孕激素组

的炎症因子水平没有明显变化，这可能与孕激素的

抗炎作用有关[20]。
氧化应激在胆汁淤积类疾病中发挥关键作用，

临床研究表明阻塞性胆汁淤积和 ICP患者血清氧化

应激标志物水平较高[12]，但抗氧化应激指标降低[21]。
最近的一些研究表明，梗阻性黄疸患者表现出明显

的氧化应激和低谷胱甘肽水平[2]。还有研究显示，

ICP 患者的血清抗氧化应激指标 8-isoPGF2α 和

GSH-Px低于正常孕妇，表明 ICP患者体内氧化应激

与抗氧化应激的失衡[21]，这与我们在雌激素诱导大

鼠 ICP 模型中观察到的抗氧化应激指标的下降一

致，如 MDA 水平升高以及 SOD 和 GSH 水平降低。

然而，孕激素组的抗氧化应激指标并没有明显变

化，这可能与孕激素在肝脏和神经中的抗氧化作用

有关[22-23]。
有证据表明，NRF2 在胆汁酸代谢和胆汁酸相

关肝病中起关键作用[24-25]。天然的 NRF2 激活剂可

注：a，与Con组比较，P=0.000；b：与Est组比较，P=0.000
图 7　各组 SD 大鼠 NRF2、GCLC、GCLM、NQO-1、HO-1 蛋白相对表达量（x±s，n=6）
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以缓解胆汁淤积，对于肝脏具有保护作用[26]。研究

表明，石胆酸可以激活 NRF2 并触发胆汁淤积中对

胆汁酸毒性的适应性抗氧化反应[27]。但我们发现雌

激素组的 NRF2-GCLM/NRF2-GCLC 通路受到抑

制，说明雌激素组的肝脏中抗氧化反应减少，可能

进一步导致了有毒性胆汁酸在肝脏中的沉积，加重

了肝脏中的炎症负荷，增加了炎症因子 TNF-α、IL-
1β、IL-6的水平。

综上所述，从肝脏转氨酶、病理变化、胆汁酸谱

以及氧化-抗氧化应激的角度出发，雌激素和孕激

素诱导 ICP发生的机制并不相同。其中雌激素所致

的大鼠 ICP 模型与 ICP 的临床表现更接近，这也进

一步提示 ICP的发生可能与雌激素的关系更大，可

以考虑将雌激素作为未来 ICP诊断和治疗研究的优

选方向。
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