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季节变化对 CUMS 模型动物肝脏
BSEP 基因 mRNA 表达的影响∗
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［摘 要］ 目的：观察季节变化对慢性轻度不可预见性应激（chronic unpredictable mild stress，

CUMS）模型动物肝脏胆酸盐输出泵（bile salt export pump，BSEP）基因mRNA表达的影响。方法：选用健康雄

性SD大鼠，分别于春分、夏至、秋分、冬至前1周购入，随机分为正常组与CUMS模型组；采用CUMS法构建肝失

疏泄动物模型，通过实时荧光定量TaqMan检测肝脏组织中BSEP基因mRNA表达水平，分析其变化规律。结果：

与同一季节正常组比较，CUMS组大鼠肝脏BSEP基因mRNA表达水平均显著增高；秋季各组大鼠肝脏BSEP基因

mRNA表达水平均较春季组明显降低。结论：BSEP基因表达存在季节性变化特征，且该变化可能与肝主疏泄功

能存在相关性。
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AbstractAbstract Objective: To observe the influences of seasonal changes on bile salt export pump (BSEP) gene 

mRNA expressions in the liver of CUMS animal models. Methods: Healthy male Sprague-Dawley (SD) rats were 

purchased one week before the vernal equinox, summer solstice, autumnal equinox, and winter solstice, 

respectively, and they were randomized into the normal group and CUMS model group. CUMS method was 

adopted to construct animal models of liver failing to govern free coursing, TaqMan real-time quantitative PCR 

was applied to detect the levels of BSEP gene mRNA in liver, and to analyze the trends. Results: Compared with 

the normal group in the same season, CUMS group exhibits the elevated expressions of BSEP gene mRNA in 

liver; BSEP gene mRNA expressions in liver of the rats from all groups in autumn were lower than these in spring 

remarkably. Conclusion: The expressions of BSEP gene reveal seasonal changes, and the changes may be related 

to liver governing free coursing.
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藏象理论是中医学理论体系的核心组成部

分，而“四时五脏阴阳”理论则是藏象理论的重要

组成部分之一。

“四时五脏阴阳”理论最早由程士德教授提

出，是在中医学“天人相应”的整体观念指导下，将

人体以五脏为中心的五大活动功能体系与自然界

的四时阴阳变化统一起来，探讨外界环境对人体

生理、病理的影响及其规律性的理论体系，从而进

一步认识藏象理论的实质，是研究藏象理论的重

要途径［1］。肝是中医学藏象理论中的五脏之一，

在五行中属木，应春季。肝脏的生理功能与春季

的气候变化之间存在密切联系，主要体现在对肝

疏泄功能的影响方面，即春季肝气的生发、疏泄之

力增强，处于主导地位，在其他季节，肝则处于相

对从属的地位，协助或抑制其他四脏以维持机体

应时而变，使得机体始终保持在一个相对稳定的

状态［2］。

本研究以孤养结合慢性轻度不可预见性应激
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（chronic unpredictable mild stress，CUMS）为

造模方法，模拟肝失疏泄的动物模型，观察生理和

病理条件下季节变化对肝脏胆酸盐输出泵（bile 

salt export pump，BSEP）基因 mRNA表达量的影

响，探讨BSEP基因表达的季节性节律，以期进一

步明确季节变化对肝主疏泄功能的影响。

1 材料与方法 

1.1　动物　分别于春分、夏至、秋分、冬至前1周

购入 6周龄 SPF级雄性 SD大鼠各 20只，总计 80

只，体质量170～190 g，购于解放军第三军医大

学实验动物中心，许可证号：SCXK-（军）2012-

0003，SCXK-（军）2012-0011，SCXK-（渝）2012-0005。

其中夏至批次购于湖南省长沙市天勤生物技术有

限公司，许可证号：SCXK（湘）2009-0012。

1.2　试剂　动物组织总RNA提取试剂盒（批号：

CW0581），由北京康为世纪生物科技有限公司提

供 ；逆转录试剂盒（批号 ：4368814），TaqMan® ® 

Universal Master Mix Ⅱ，no UNG，2X（批号：

4428174），BSEP基因（批号：1065502）及管家基因

Gapdh（批号：1239726）均由Applied Biosystems

公司提供。

1.3　仪器　ABI 7500型实时荧光PCR仪（美国应

用生物系统公司），5810R型 Eppendorf台式高速

冷冻离心机（德国艾本德公司），NanoDrop 2000

型超微量核酸蛋白检测仪（美国Thermo Scien‐

tific），T10型电动微量匀浆机（德国IKA），HH-2

型恒温水浴锅（浙江金坛亿通电子有限公司），

88000型-80 ℃冰箱（美国Thermo Forma）。

1.4　动物分组　每季实验大鼠适应性喂养1周，

按随机数字表法抽出8只大鼠进入CUMS组，其余

大鼠进入正常组，但可以随时因CUMS组实验大鼠

意外死亡补入，实验过程保证CUMS组不少于8只。

本实验共购入80只大鼠，但最终完成取材的实验

大鼠有64只，有16只大鼠意外死亡，死亡大鼠均

发生在CUMS组，不足8只则由正常组补入。

1.5　孤养结合CUMS模型的制备　每只CUMS组大

鼠均进行单笼孤养。CUMS模型的制备在金光亮

等［3］提出的造模方法的基础上根据自身实际情况

进行操作，将7种刺激［1）45 min无规则水平摇

晃；2）45 ℃热刺激5 min；3）12 h禁水；4）24 h禁

食；5）行为限制；6）12 h昼夜颠倒；7）4 ℃冷水游

泳5 min］随机安排到21天内，每天随机2种，并

且保证相邻两天不重复同一种刺激。

1.6　环境的控制　实验地点在贵阳中医学院，实

验室温度控制在春季 11～20 ℃ ，夏季 19～

26 ℃，秋季13～21 ℃，冬季5～12 ℃，湿度不控

制，光照时间除昼夜颠倒组严格按昼夜12小时颠

倒外，其余按自然光照室内放置不予干预。

1.7　标本采集　所有动物于造模后第22天，用

10%水合氯醛按照0.3 mL/100 g进行腹腔麻醉，

将麻醉好的大鼠固定于鼠板上，沿腹正中线切开，

剑突下方找到肝脏，取适量样本在0.9%氯化钠溶

液中漂洗去除血污，分装放入冻存管内并加入适

量RNA保存液，然后将所取的样本放于-80 ℃冰

箱中保存待测。

1.8　实时荧光定量TaqMan探针法检测肝脏BSEP

基因mRNA表达　取30～50 mg肝脏组织，严格按

照试剂盒说明提取总RNA。在超微量核酸蛋白检

测仪上检测样品RNA含量并进行逆转录合成cDNA。

PCR 扩增 ：TaqMan® ® Universal Master Mix Ⅱ 

10 μL，TaqMan®® Assay 1 μL，样本 cDNA 1 μL，
RNase-Free water 8 μL。扩增条件 ：1）95℃ 

10 min；2）95 ℃ 10 s，60 ℃ 1 min，40个循环，

反应结束后以2-△△CT值计算BSEP基因mRNA的表达

量。

1.9　统计学方法　各组数据用 x̄ ± s 表示，运用

SPSS 17.0统计软件进行分析，组间比较采用单

因素方差分析，以P＜0.05为差异具有统计学意

义，以P＜0.01为差异具有显著统计学意义。

2 结果 

与同一季节正常组比较，CUMS组 BSEP基因

mRNA的表达量均有所增加，且冬季CUMS组与冬季正

常组之间比较，差异有显著统计学意义（P＜0.01）；

夏季CUMS组与夏季正常组之间比较，差异有显著

统计学意义（P＜0.01）；冬季正常组 BSEP 基因

mRNA的表达量明显高于其他三季，差异均具有显

著统计学意义（P＜0.01）；冬季CUMS组BSEP基因

mRNA的表达量也明显高于其他三季，差异均有显

著统计学意义（P＜0.01）；夏季正常组较春季正常

组BSEP基因mRNA的表达量减少，且差异有统计学

意义（P＜0.05）。见表1、图1。

表1　不同季节正常组、CUMS组BSEP基因

mRNA表达量比较（x̄ ± s）

季节

春季

夏季

秋季

冬季

正常组

例数

8

7

10 

7

2-△△CT值

1.5721±0.9173△

0.0587±0.0368△▲

1.0148±0.5094△

4.5772±2.9346

CUMS组

例数

8

8

8

8

2-△△CT值

1.7602±0.8154△

0.8053±0.3593△○

1.7569±1.2332△

20.7096±19.8501○

注：与冬季组比较，△表示P＜0.01；与春季组比较，▲表示

P＜0.05；与同一季节正常组比较，○表示P＜0.01。
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3 讨论 

本实验共有80只大鼠，最终完成取材的实验

大鼠有64只，有16只CUMS组大鼠意外死亡，由正

常组补入，补入大鼠虽有时间延迟但不长，未对实

验结果产生影响。

本实验采用样本纵横双向比较设计：纵向时

序比较聚焦于四季正常组与CUMS组的BSEP基因

mRNA表达水平，结果显示：1）正常组与CUMS组的

BSEP基因mRNA表达水平均呈现夏季最低、冬季最

高的趋势，由此提示，肝脏BSEP基因mRNA表达水

平与季节存在直接相关性，但该相关性可能并非

直接关联四季本身，而是与不同季节的气温变化

相关；2）正常组中，冬季肝脏BSEP基因mRNA表达

水平最高，与其他季节相比差异均有显著统计学

意义；夏季表达水平最低，且与春季相比差异具有

显著统计学意义，提示正常组实验动物肝脏BSEP

基因mRNA表达具有一定的季节性节律；3）CUMS组

中，冬季肝脏BSEP基因mRNA表达水平最高，与其

他季节相比差异均具有显著统计学意义；春、夏、

秋三季间差异无统计学意义，提示CUMS组仍存在

季节性节律，但春、夏、秋三季因实验干预导致的

表达变化差异无统计学意义。

横向样本比较聚焦于同一时段正常组与CUMS

组的BSEP基因mRNA表达水平，结果显示：春、夏、

秋、冬各季节CUMS组 BSEP基因mRNA表达水平均

较正常组呈增加趋势，且夏季、冬季两组间的表达

水平差异有显著统计学意义，提示实验干预对动

物肝脏BSEP基因mRNA表达的影响存在季节性差

异；但该季节性差异在四季中的表现并不一致，提

示相同实验干预在不同季节条件下的作用效果存

在差异——实验动物对实验干预的表达差异反应

以冬季最为明显，夏季次之，进一步提示季节因素

可能影响实验干预的结果。

“四时五脏阴阳”理论首见于《素问·六节藏象

论篇》：“心者，生之本，神之变也……此至阴之类

也，通于土气。”《素问·脏气法时论篇》亦言：“肝主

春，足厥阴少阳主治……心主夏，手少阳太阳主治

……脾主长夏，足太阴阳明主治……肺主秋，手太

阴阳明主治……肾主冬，足少阴太阳主治”。两篇

均强调自然界四时节气与人体五脏的对应关系：

肝、心、脾、肺、肾五脏系统分别与四时相应，主导

相应季节中各脏腑系统的协调与调控，维系人体

正常生命活动。其中“肝应春”的核心体现为季节

对肝疏泄功能的影响——若肝疏泄功能未能顺应

自然气候节律，出现疏泄太过或不及，则易引发相

关病理变化。正如《素问·四气调神大论篇》所言：

“故阴阳四时者，万物之终始也，死生之本也，逆之

则灾害生，从之则苛疾不起，是谓得道。”

“肝主疏泄”理论有着悠久的源流演变。“疏

泄”一词最早见于《素问·五常政大论篇》：“发生之

纪，是谓启陈，土疏泄，苍气达。”此处“疏泄”与后

世“肝主疏泄”的内涵差异显著，核心关乎“脾土”

与“肝木”的密切关联，属土与木关系的统摄性论

述。至金元四大家之一朱丹溪在《格致余论·阳有

余阴不足论》中提出“主闭藏者肾也，司疏泄者肝

也”，后文又载：“二者皆有相火，而其系上皆属于

心。心君火也，为物所感则易动，心动则相火亦动，

动则精自走，相火翕然而起，虽不交会，亦暗流而疏

泄矣。”可见朱丹溪“相火论”对“肝主疏泄”内涵发

展影响深远，但核心围绕精液藏泄展开。结合明

代戴思恭、赵献可两位医家均认为“肝主疏泄”针对

精液藏泄而言，更印证了朱丹溪“司疏泄者肝也”的

论述核心为精液藏泄功能。

此后医家不断补充完善该理论：清代陈梦雷

在《古今图书集成医部全录》中首次明确提出“肝

主疏泄”，使该理论既涵盖肝的条达之性，又明确

其疏泄之能；唐容川从生理、病理双层面论述肝之

疏泄与脾胃水谷运化的关系；近代医家张锡纯则

将“肝主疏泄”拓展至全身气机疏泄，进一步拓展

其理论外延。新中国成立后，随着中医药教材的

整理编撰，至上世纪80年代中期，“肝主疏泄”被

统一界定为肝的核心生理功能之一并载入教

材［4］，其内涵多表述为：肝气具有疏通、畅达全身

气机的作用。该功能与情志活动密切相关：疏泄

太过易致烦躁易怒，疏泄不及则易引发情志抑郁；

反之，情志异常亦会影响肝的疏泄功能。

抑郁症属中医“肝郁证”范畴，其核心病机为

肝失疏泄、气机郁滞。肝疏泄功能失常可致气机

不畅，进而表现为情志抑郁、心烦易怒、时作太息

等症状，这与抑郁症“快感缺乏”的核心特征具有

相似性。如金光亮等［5］提出，肝郁证临床表现虽

复杂多样，但核心症状为情志抑郁、多愁善感，其

实质是兴趣与愉悦感减退，与抑郁症核心症状高

度契合。这为肝主疏泄与抑郁症的关联搭建了理

论桥梁，使通过CUMS造模法研究肝疏泄功能成为
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图1　不同季节正常组、CUMS组BSEP基因mRNA表达量
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可能，因此现代中医研究肝郁证相关疾病多采用

CUMS模型。

CUMS模型起源于20世纪 60年代后期，Katz

采用电击法成功构建人类抑郁症首个应激模型

——慢性可变应激模型（CVS）。20世纪80年代后

期，Willner在该模型基础上进行两方面优化：一

是降低CVS模型中应激刺激的强度，二是将“快感

缺乏”作为造模成功的核心评价标准，正式命名为

慢性轻度不可预见性应激模型，即CUMS模型［6］。

其理论基础与抑郁症的发病机制高度契合，即慢

性、低水平应激源可诱发并加速疾病进展。CUMS

通过对动物施加长期、温和、多样且不可预见的刺

激，模拟人类社会生活中的各类应激状态，可复现

重度抑郁症的核心症状（如运动能力、社会交往能

力及探索能力下降、快感缺乏等）。该模型具有制

备简便、稳定性强、可持续性好等优势，是目前国

内外研究抑郁症的常用动物模型，亦是筛选抗抑

郁药物、研究抑郁症病理生理机制的理想模型。

因此，本研究采用CUMS模型与正常组对照，探究

不同季节大鼠肝脏BSEP基因mRNA的表达特征。

中医学“肝藏象”理论所指的“肝”，与解剖学

上的肝脏并非同一概念，但中医学中“肝”具有促

进胆汁分泌、调节脾胃运化的功能，且肝与胆互为

表里，胆汁为“肝之余气”所化生。若肝疏泄功能

失常、气机逆乱，则会导致胆汁分泌与排泄异常。

因此，选取解剖学肝脏中与胆汁代谢相关的指标，

可间接反映中医学肝藏象的功能状态。

BSEP主要表达于肝脏，具有底物特异性，负

责介导胆汁酸盐从毛细胆管分泌，是胆汁生成的

核心驱动力。WANG等［7］的研究表明，BSEP基因失

活可导致肝脏胆汁酸盐分泌减少，胆固醇与磷脂

含量相对升高，其中胆固醇分泌增加尤为显著。

上述改变会显著提高胆汁中胆固醇饱和度，使其

达到易形成结石的过饱和状态。

前期研究发现，实验干预可影响模型动物胆

汁中胆固醇浓度［8］；季节变化可影响模型动物与

正常动物中枢神经递质5-羟色胺的浓度［9］，且亦

会影响模型动物胆汁中胆固醇浓度［10］；此外，肝疏

泄功能变化还可影响模型动物SRBI基因mRNA的

表达［11］。基于上述研究，我们推测季节变化可能

影响肝脏BSEP基因mRNA的表达水平，后续数据处

理结果亦提示，季节、肝功能状态与 BSEP 基因

mRNA表达水平之间存在关联。

本实验结果显示，与同季节正常组相比，春、

夏、秋、冬四季CUMS组大鼠肝脏BSEP基因mRNA表

达水平均显著升高，其中冬季CUMS组升高尤为显

著，提示CUMS模拟的肝失疏泄状态可上调BSEP基

因 mRNA 的表达水平；无论正常组还是 CUMS 组，

BSEP基因mRNA表达水平均呈现“冬季最高、春季

次之、夏季最低”的规律：正常组冬季表达水平与

春、夏、秋季比较，差异均具有极显著统计学意义，

春季与夏季比较差异具有统计学意义；CUMS组冬

季表达水平与春、夏、秋季比较，差异亦均具有极

显著统计学意义。上述结果表明，季节变化可影

响肝脏BSEP基因mRNA的表达水平，且该影响不受

机体生理或病理状态的干扰，但该变化规律与中

医学“肝应春、肝旺于春”的理论不完全契合。

正常组中，春季BSEP基因mRNA表达水平高于

夏、秋季。结合CUMS组的四季变化特征，可得出

结论：BSEP基因表达具有季节性变化特点，且该

变化与肝疏泄功能存在相关性。但该季节性变化

的影响因素及具体调控机制尚未明确，仍需进一

步深入探究。此外，本研究亦提示，CUMS造模效

果可能受季节环境的影响。
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