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内毒素诱导Ｄ半乳糖胺致敏大鼠急性肝损伤相关指标的动态观察
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　　摘　要：目的　动态观察内毒素（ＥＴ）诱导Ｄ半乳糖胺（ＤＧａｌＮ）致敏大鼠急性肝损伤的肝脏病理、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草

转氨酶（ＡＳＴ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的变化，进而探讨ＥＴ肝损伤的机制，为临床治

疗提供依据。方法　以腹腔注射脂多糖（ＬＰＳ）５０μｇ／ｋｇ＋ＤＧａｌＮ３００ｍｇ／ｋｇ制备ＬＰＳ诱导ＤＧａｌＮ致敏大鼠急性肝损伤动物模

型，分别在给予ＬＰＳ后６、２４、４８ｈ取材，肉眼及光镜观察肝组织的病理变化，全自动生化析仪检测ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ水平，原位末

端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测肝细胞凋亡，酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）检测血清ＩＬ１β和ＴＮＦα水平。结果　模型组６ｈ无明显肉眼

变化，２４ｈ及４８ｈ肝脏光泽差，略显苍白，质地柔韧。光镜观察肝细胞模型组６ｈ出现轻度变性、肿胀；２４ｈ可见肝细胞广泛肿

胀，点灶状坏死，炎症细胞浸润；４８ｈ时广泛浊肿，大量点灶状坏死，大量炎症细胞浸润。模型组ＡＬＴ在２４、４８ｈ较对照组明显升

高（犘＜０．０１）；模型组ＡＳＴ在６ｈ较对照组升高，２４ｈ达顶峰，４８ｈ开始下降，仍高于对照组（犘＜０．０１）；模型组ＴＢＩＬ在２４、４８ｈ

较对照组明显升高（犘＜０．０１）。对照组未见凋亡细胞，模型组在６、２４、４８ｈ凋亡细胞逐渐增多（犘＜０．０１）；血清ＴＮＦα、ＩＬ１β在６

ｈ即达峰值，２４ｈ开始下降，４８ｈ明显降低，但仍高于对照组（犘＜０．０１）。结论　细胞凋亡是其重要的形态学改变；ＬＰＳ肝损伤的

发生与炎症介质ＩＬ１β和ＴＮＦα早期高水平的表达密切相关，早期抑制炎症介质释放是减少ＬＰＳ肝损伤的关键。
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　　内毒素（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ，ＥＴ）是革兰阴性细菌细胞壁中的一种

成分，又称脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）。ＬＰＳ血症是严重

创伤、感染、肝病以及众多危重疾病的常见并发症，它不仅可导

致全身炎性反应综合征（ＳＩＲＳ），严重者可导致多器官功能障

碍综合征（ＭＯＤＳ）。肝脏是清除ＬＰＳ的主要器官，也是ＬＰＳ

血症时受损最早、最明显的器官之一，两者之间存在互为因果、
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相互影响的关系，一旦发生容易形成恶性循环［１］。本文建立了

ＬＰＳ诱导Ｄ半乳糖胺（ＤＧａｌＮ）致敏大鼠急性肝损伤动物模

型，动态观察了肝损伤后大鼠肝脏病理、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、

谷草转氨酶（ＡＳＴ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）、炎症因子肿瘤坏死因

子α（ＴＮＦα）和白细胞介素１β（ＩＬ１β）的变化，以探讨其在

ＬＰＳ急性肝损伤发生、发展中的规律及临床意义，为寻求新的

预防及治疗方法提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠由第三军医大学大坪医

院实验动物中心提供，雌雄不限，１０～１２周龄，体质量１８０～

２２０ｇ在清洁级环境中适应１周后进入实验，实验前１２ｈ禁

食，不禁水，实验后即正常进食、进水。

１．１．２　主要试剂及材料　ＤＧａｌＮ购自重庆医科大学生化室，

ＬＰＳ购自美国Ｓｉｇｍａ公司，Ｄａｂ显色试剂盒购自北京中山生物

科技有限公司，原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ）凋亡检测试剂盒购

自美国Ｒｏｃｈｅ公司，大鼠ＴＮＦα酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）

试剂盒购自武汉博士德公司，大鼠ＩＬ１βＥＬＩＳＡ试剂盒购自北

京北方伟业发展有限公司，光学显微镜（ＬＥＩＣＡＢＦ２００型）德

国莱卡公司产品，全自动生化分析仪（Ｈ７１１０）日本日立公司

产品。

１．２　方法

１．２．１　ＬＰＳ诱导ＤＧａｌＮ致敏大鼠急性肝损伤动物模型的建

立［２］。４８只大鼠随机分为模型组和对照组，每组各２４只。所

有模型组大鼠均以ＬＰＳ（５０μｇ／ｋｇ）＋ＤＧａｌＮ（３００ｍｇ／ｋｇ）用１

ｍＬ无菌生理盐水溶解后腹腔内注射，对照组大鼠仅腹腔内注

射１ｍＬ生理盐水。

１．２．２　标本收集　每组分别在注射后６、２４、４８ｈ３个时间点

随机抽取８只大鼠，麻醉处死大鼠后取肝组织备送光镜及

ＴＵＮＥＬ分析、采血查ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ、ＴＮＦα、ＩＬ１β等。

１．２．３　光镜观察肝组织的病理变化　取右叶同一部位肝组

织，置１０％甲醛磷酸盐缓冲液固定后，石蜡包埋，ＨＥ染色，光

镜下观察病理变化。

１．２．４　血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ水平检测　腹腔注射后６、２４、

４８ｈ时取对照组、模型组血液，４℃全能型高速冷冻离心机

（３０００ｒ／ｍｉｎ）离心５ｍｉｎ取上层血清。全自动生化析仪检测

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ水平。

１．２．５　肝细胞的凋亡检测　采用ＴＵＮＥＬ检测，肝组织经多

聚甲醛固定后，进行石蜡包埋、切片，切片常规脱蜡、水化后按

照ＴＵＮＥＬ试剂盒操作说明书步骤进行。最后常规行ＤＳＢ染

色。光镜下观察，凋亡细胞核呈棕褐色为阳性。计算凋亡指数

（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）用以判断肝脏损伤程度。不同的时间点

每组取２张切片，每片随机选５个高倍镜视野，每个视野计数

１００个肝细胞核，计算凋亡细胞百分比的均数，即为凋亡指数。

１．２．６　血清ＴＮＦα、ＩＬ１β水平检测　采用ＥＬＩＳＡ法，操作过

程严格按照试剂盒说明书进行操作。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对实验数据进行统

计学分析。计量资料以狓±狊表示，多组间的均数比较采用一

元方差分析（犗狀犲犠犪狔犃犖犗犞犃），均数之间的多重比较采用

犛犮犺犲犳犳犲方法（方差齐）或者犜犪犿犺犪狀犲方法（方差不齐）进行，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠肝脏的病理学观察

２．１．１　肉眼观察肝脏大体形态学改变　对照组肝脏形态正

常，被膜光滑，色泽红润，质地柔软。模型组６ｈ无明显肉眼可

见变化，２４、４８ｈ肝脏光泽差，略显苍白，质地柔韧，未见明显出

血点。

２．１．２　肝脏组织形态学光镜观察　对照组肝脏的肝小叶组织

结构完整，未见肿胀、变性、坏死（图１Ａ）。模型组６ｈ可见肝细

胞轻度变性、浊肿，未见坏死（图１Ｂ）；２４ｈ时可见肝细胞广泛

浊肿，点灶状坏死，炎症细胞浸润，中央静脉扩张充血（图１Ｃ）；

４８ｈ时见肝细胞广泛浊肿，大量点灶状坏死，大量炎症细胞浸

润，中央静脉明显扩张充血（图１Ｄ）。

２．２　大鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ检测结果　模型组 ＡＬＴ在

２４、４８ｈ较对照组明显升高，与对照组比较差异有统计学意义

（犉＝６３．６３，犘＜０．０１）；模型组 ＡＳＴ在６、２４、４８ｈ较对照组明

显升高，与对照组比较差异有统计学意义（犉＝７６．１５，犘＜

０．０１），２４ｈ达顶峰，４８ｈ开始下降，但仍高于对照组；模型组

ＴＢＩＬ水平在２４ｈ明显升高，４８ｈ仍维持高水平，均与对照组

比较差异有统计学意义（犉＝２８．５３，犘＜０．０１），见表１。

表１　　各组血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ检测结果

　　　（狓±狊，狀＝８）

组别 ＡＬＴ（ＩＵ／Ｌ） ＡＳＴ（ＩＵ／Ｌ） ＴＢＩＬ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

对照组 ５９．８８±８．７１ ５７．６４±１３．７１ １４．００±１．２３

模型组６ｈ ５０４．５０±１４３．６１ ６２６．８７５±１４３．５３ ２５．３６±１２．０９

模型组２４ｈ ３２０４．８８±７９１．４０ ３６６２．５０±７２５．６６ ６５．１０±２３．１５

模型组４８ｈ ２３８２．８８±６９５．５４ １９３６．６３±７２７．８３ ５８．４９±３．４３

　　Ａ：对照组；Ｂ：模型组６ｈ；Ｃ：模型组２４ｈ；Ｄ：模型组４８ｈ。

图１　　各组小鼠肝脏病理组织图 （ＨＥ×４００）

２．３　肝组织细胞凋亡的ＴＵＮＥＬ分析　如图２Ａ所示，对照

组肝组织未见凋亡细胞。模型组６ｈ可见少许凋亡细胞（图

２Ｂ），ＡＩ为６．４０±１．４３；２４ｈ及４８ｈ时凋亡细胞较６ｈ增多

（图２Ｃ、Ｄ），ＡＩ分别为为２９．３０±４．１９、３３．００±６．９９，与６ｈ比
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较差异有统计学意义（犉＝９．９２，犘＜０．０１）。

２．４　大鼠血清 ＴＮＦα、ＩＬ１β水平检测结果　模型组 ＴＮＦα

与ＩＬ１β在６ｈ即达峰值，与各组比较差异有统计学意义（犉分

别为３１７．５７、３８．６４，犘＜０．０１），２４ｈ开始下降，４８ｈ明显降低，

与６ｈ比较差异有统计学意义（犉为１０２．６５、１９．１５，犘＜０．０１），

但仍高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

　　Ａ：对照组；Ｂ：模型组６ｈ；Ｃ：模型组２４ｈ；Ｄ模型组４８ｈ。

图２　　各组大鼠肝细胞凋亡检测结果（ＴＵＮＥＬ×４００）

表２　　各组血清ＩＬ１β、ＴＮＦα水平检测结果（狓±狊，狀＝８）

组别 ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ１β（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 ２２．３５±１．２４ ４７．１３±６．５１

模型组６ｈ １２７５．４２±１０５．２４Δ １００．７５±１４．３１Δ

模型组２４ｈ １１２８．５６±８７．３４Δ ８４．２５±１１．７４Δ

模型组４８ｈ ５６３．４７±１１９．７２Δ ６４．７５±８．０３Δ

　　Δ：犘＜０．０１，与对照组比较；：犘＜０．０１，与模型组６ｈ比较。

３　讨　　论

肝脏是机体重要的解毒器官，肝功能受损是烧伤、脓毒血

症、感染性休克等多种危重疾病后续出现多器官损伤和多器官

功能衰竭的重要环节，而ＬＰＳ血症是引起肝功能损害的重要

物质基础之一［３］，因此，研究ＬＰＳ所致肝损伤后的变化特点及

作用机制具有重要意义。

由于ＬＰＳ与存在于血浆中的ＬＰＳ结合蛋白（ＬＢＰ）结合后

形成可溶性的ＬＢＰＬＰＳ复合体，与肝细胞表面的ＣＤ１４受体

相结合，直接作用于肝细胞，通过一系列信号转导过程激发细

胞反应，产生多种生理效应和病理损害，形成对肝脏的第一次

打击［４］，导致肝细胞的破坏；ＤＧａＬＮ作为肝细胞磷酸尿嘧啶

核苷的消耗剂，具有高度特异性，对肝脏对ＬＰＳ的敏感性有明

显的放大效应，两者综合作用肝脏后的病理表现为肝细胞弥漫

性变性、坏死、炎症细胞的浸润等［５］。本研究通过利用ＬＰＳ＋

ＤＧａｌＮ诱导急性肝损伤，发现肝脏在６ｈ即出现变性，２４、４８ｈ

出现坏死，中心静脉扩张充血，大量炎症细胞浸润，而作为反应

肝脏功能的重要指标模型组ＡＬＴ、ＡＳＴ和ＴＢＩＬ在６ｈ均有升

高，２４ｈ明显升高，差异有统计学意义（犘＜０．０１），并达到顶

峰，ＡＬＴ、ＡＳＴ均在４８ｈ开始下降，但仍高于对照组，而ＴＢＩＬ

在４８ｈ仍维持高水平。这与肝细胞病变出现的时间相吻合，

这也提示了肝脏是重症感染的受累器官之一，ＬＰＳ肝损伤出现

早、进展快，在短期内造成肝组织严重的病理损伤，因此，早期

进行保肝治疗显得尤其重要。

细胞凋亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）是生物体内广泛存在的由特定基因

控制、以细胞ＤＮＡ降解为特征、无明显细胞溶解的细胞自杀

过程，是机体维持自身稳定的一种机制。它不仅存在于生长、

发育等一般的的生命过程，而且还广泛参与了许多疾病的病理

机制［６］。本实验中发现肝细胞在ＬＰＳ作用６ｈ后就出现了凋

亡，后随着时间的推移，凋亡细胞逐渐增加，成为该急性肝损伤

重要的形态学改变之一。ＬＰＳ诱导肝细胞凋亡受复制的机制

调控。研究表明，ＴＮＦα在ＬＰＳ肝损伤发生细胞凋亡中扮演

了关键角色。Ｍｏｒｉｋａｗａ等
［７］用ＬＰＳ＋ＤＧａｌＮ诱导的急性肝

衰竭，结果也发现了肝细胞的大量凋亡，他们的研究发现使用

抗ＴＮＦα的抗体可以阻止这种凋亡的发生；且重组ＴＮＦα的

应用也可引起ＤＧａｌＮ致敏小鼠发生肝细胞的凋亡，由此推断

ＴＮＦα在肝细胞凋亡中扮演了重要的角色。Ｌｉｕ等
［２］认为

ＬＰＳ诱导肝细胞凋亡在早期阶段与诱导型一氧化氮合成的酶

（ｉＮＯＳ）基因的高表达密切相关，而在中后期则受到了ｐ５３基

因的调控；Ｋｕｈｌａ等
［８］也证实细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＮＫ）释放

的穿孔素（ｐｅｒｆｏｒｉｎ），颗粒酶（ｇｒａｎｚｙｍｅ）也介导了ＬＰＳ诱导的

肝细胞凋亡，在ＬＰＳ＋ＤＧａｌＮ诱导６ｈ可见两者的大量释放，

引起细胞的凋亡明显增加。除此之外，肝脏的孕烷 Ｘ受体

（ＰＸＲ）也参与了ＬＰＳ诱导的肝细胞凋亡，在ＰＸＲ缺失鼠促分

裂素原活化蛋白（ＭＡＰ）激酶活性下降，并且延长了ＪＡＫ２／

ＳＴＡＴ３介导的信号通路的活性，引起肝细胞凋亡增加
［９］。

ＬＰＳ除可直接引起肝细胞受损外，还可引起肝脏 Ｋｕｐｆｆｅｒ

细胞（ｋｕｐｆｆｅｒｃｅｌｌ，ＫＣ）高度活化，使其产生、释放大量的活性

介质（如ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ６等），形成瀑布效应，对机体形成第

二次打击，进一步加重肝脏损伤［１０］，此外，ＬＰＳ还能诱导还能

激活ＮＡＬＰ３及 ＮＡＬＰ１炎症小体（ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ），并进一步

激活含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（ｃａｓｐａｓｅ）１，活化的

ｃａｓｐａｓｅ１能将前ＩＬ１β和ｐｒｏＩＬ１８分别剪切为ＩＬ１β和ＩＬ

１８，增加了ＩＬ１β的生成
［１１］。ＴＮＦα被认为是引起这一病理

过程的始动因子，对肝细胞损伤起着主导性的作用，它对肝脏

既可以直接产生损伤作用，还可以通过氧化应激途径致病［１２］；

ＩＬ１β则是重要的协同因子
［１３］，抑制两者的产生能明显减少

ＬＰＳ诱导的肝损伤
［１４１５］。本实验进一步研究了ＬＰＳ肝损伤后

炎症介质 ＴＮＦα、ＩＬ１β变化特点，研究发现在 ＬＰＳ作用 Ｄ

ＧａｌＮ致敏肝脏６ｈ后，ＴＮＦα和ＩＬ１β在６ｈ即达到峰值，２４ｈ

仍维持在较高水平，４８ｈ虽有下降，但仍高于正常，这既符合

血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ水平及肝细胞凋亡检测结果，也说明

ＴＮＦα、ＩＬ１β在ＬＰＳ肝损伤发生、发展中扮演了重要角色，他

们的持续存在是引起了肝脏病理继续恶化的重要物质基础。

由此可见，早期抑制包括ＴＮＦα、ＩＬ１β在内的炎症介质的生

成、释放对指导临床治疗ＬＰＳ急性肝受损具有重要的意义。
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