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　　摘　要：目的　比较内毒素（ＬＰＳ）耐受和糖原合成酶激酶３（ＧＳＫ３）抑制剂ＬｉＣｌ对ＬＰＳ诱导肝损伤的保护效应。方法　选

取雄性健康ＳＤ大鼠３６只，体质量（２００±１０）ｇ，分为对照组、ＬＰＳ耐受组和ＬｉＣｌ处理组，每组１２只；ＬＰＳ耐受组于实验第１、２、３

天依次接受０．０１５、０．０３０和０．０６０ｍｇ／ｋｇ的ＬＰＳ腹腔注射，ＬｉＣｌ处理组在相同时间点腹腔注射０．２５ｍＬ浓度为２．５ｍｏｌ／Ｌ的

ＬｉＣｌ，对照组腹腔注射０．２５ｍＬＰＢＳ；预处理结束后每组再按是否接受致死量的ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｋｇ）攻击而分为ＬＰＳ（＋）和ＬＰＳ（－）

两个亚组，ＬＰＳ（＋）亚组大鼠接受１０ｍｇ／ｋｇ的ＬＰＳ腹腔注射，ＬＰＳ（－）亚组接受等体积的ＰＢＳ腹腔注射，连续观察１２ｈ后麻醉、

活杀、取材。观察肝脏大体病变；光镜和电镜观察肝组织病理学改变；定量检测血浆中丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ）及总胆红素（ＴＢ）水平；检测血清中ＩＬ１０及ＴＮＦα水平。结果　对照组在ＬＰＳ攻击后肝脏组织损伤明显，肝功能指标

ＡＬＴ、ＬＤＨ和ＴＢ明显升高，血清ＴＮＦα和ＩＬ１０升高；ＬＰＳ和ＬｉＣｌ预处理可改善ＬＰＳ诱导的肝组织损伤，改善肝功能，抑制

ＴＮＦα升高并上调血清ＩＬ１０。结论　大剂量ＬＰＳ腹腔注射可诱导肝损伤，ＬＰＳ耐受和ＧＳＫ３抑制剂ＬｉＣｌ具有相似的肝保护

效应。
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１０．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＩｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆＬＰＳａｔａｌａｒｇｅｄｏｓｅｃａｎｉｎｄｕｃｅｌｉｖｅｒｄａｍａｇｅ，ａｎｄＬＰＳｔｏｌｅｒａｎｃｅａｎｄＧＳＫ３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ＬｉＣｌｈａｖｅｓｉｍｉｌａｒｌｉｖｅｒｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｓ；ｒａｔ，ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ；ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３；ｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ

　　内毒素（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）通过Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌ

ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）激活单核巨噬细胞诱导炎性反应。大

量炎症介质可导致组织损伤，引发全身炎症反应综合征（ｓｙｓ

ｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＩＲＳ）、脓毒症甚至感

染性休克［１２］。生理条件下，经门静脉进入肝脏的ＬＰＳ能被有

效解毒和清除；病理条件下，由于ＬＰＳ产生增加或肝脏解毒功

能下降，将导致肝内ＬＰＳ聚集并激活Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞释放ＴＮＦ

α，介导肝脏炎症损伤
［３４］。ＬＰＳ在导致炎症损伤的同时，也诱

导ＬＰＳ耐受，减轻组织损伤
［５］。ＬＰＳ耐受是指机体或细胞接

受小剂量ＬＰＳ预处理后能耐受大剂量ＬＰＳ的攻击，它是天然

免疫系统最重要的内源性保护机制之一，可在长期暴露于ＬＰＳ

的器官中形成，例如肝脏和肠道［６］。由于小剂量的ＬＰＳ可引

起Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞功能抑制、肝细胞无应答和一氧化氮合成，因

此可通过诱导早期 ＬＰＳ耐受减轻大剂量 ＬＰＳ诱导的肝

损伤［７］。

目前认为 ＬＰＳ耐受与 ＴＬＲ４信号转导负调控密切相
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关［８９］：ＴＬＲ４可通过 ＭｙＤ８８依赖途径激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ，抑制

ＮＦκＢ，负性调控ＴＬＲ４信号转导，维持免疫平衡。ＬＰＳ耐受

时，ＴＬＲ４途径多信号分子出现功能下调，但ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ活性增

强。因此，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ可能是诱导炎症负调控和ＬＰＳ耐受的关

键途径，但其下游的分子机制尚未阐明［１０］。最新研究发现，

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ下游信号分子糖原合成酶激酶３（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅ

ｋｉｎａｓｅ３，ＧＳＫ３）在ＴＬＲｓ介导的信号转导中发挥重要作用，

是炎症相关疾病治疗的关键靶点，然而ＧＳＫ３在ＬＰＳ耐受减

轻组织器官损伤过程中的作用机制尚不清楚［１１］。

本实验通过建立ＬＰＳ诱导的大鼠肝损伤模型，采用小剂

量ＬＰＳ和ＧＳＫ３抑制剂ＬｉＣｌ预处理的方法，观察肝脏组织结

构、肝功能和血清细胞因子变化，评价比较ＬＰＳ耐受和ＬｉＣｌ对

ＬＰＳ诱导肝损伤的保护效应，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　雄性健康ＳＤ大鼠３６只由重庆医科大学实验动

物中心提供，大鼠平均体质量（２００±１０）ｇ；ＬＰＳ购自美国Ｓｉｇ

ｍａ公司；丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）及总

胆红素（ＴＢ）定量试剂盒购自南京建成生物技术研究所；大鼠

ＴＮＦα及ＩＬ１０定量ＥＬＩＳＡ试剂盒购自精美生物技术公司；

ＬｉＣｌ（国产分析纯）。

１．２　方法

１．２．１　实验分组及预处理　３６只大鼠分为对照组、ＬＰＳ耐受

组和ＬｉＣｌ处理组，每组１２只；大鼠适应性喂养１周后进行预

处理，ＬＰＳ耐受组于实验第１、２、３天依次接受０．０１５、０．０３０和

０．０６０ｍｇ／ｋｇ的ＬＰＳ腹腔注射，ＬｉＣｌ处理组相同时间点腹腔

注射２．５ｍｏｌ／Ｌ的ＬｉＣｌ０．２５ｍＬ，对照组腹腔注射０．２５ｍＬ

ＰＢＳ；预处理结束后每组再按是否接受致死量ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｋｇ）

攻击而分为ＬＰＳ（＋）和ＬＰＳ（－）两个亚组，ＬＰＳ（＋）亚组大鼠

接受１０ｍｇ／ｋｇ的ＬＰＳ腹腔注射，ＬＰＳ（－）亚组接受等体积的

ＰＢＳ腹腔注射，连续观察１２ｈ后麻醉、活杀，采用心脏穿刺法

采集静脉血５ｍＬ，收集肝组织进行形态学分析，其余肝组织冷

冻保存备用。

１．２．２　检测指标及方法

１．２．２．１　组织病理学　肝脏大体病变观察；肝组织 ＨＥ染色

分析；肝组织透射电镜（ＴＥＭ）分析。

１．２．２．２　血清分析　按试剂说明书检测血浆 ＡＬＴ、ＬＤＨ 及

ＴＢ水平；采用ＥＬＩＳＡ方法定量分析血清中ＩＬ１０及ＴＮＦα。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计分析，计量

资料采用狓±狊表示，组间比较用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＬＰＳ和ＬｉＣｌ预处理对肝组织结构的影响

２．１．１　ＬＰＳ和ＬｉＣｌ预处理对肝脏大体观的影响　ＬＰＳ攻击

前，各组大鼠肝脏外观没有明显差别，１Ａ、Ｂ、Ｃ）。ＬＰＳ攻击１２

ｈ后，对照组肝脏肿胀，肝组织内可见大量均匀分布的灰白斑

点，与正常肝脏外观明显不同（图１Ｄ），而ＬＰＳ耐受组和ＬｉＣｌ

处理组与正常肝脏外观比较无明显差别（图１Ｅ、Ｆ）。

２．１．２　ＬＰＳ和ＬｉＣｌ预处理对肝组织结构的影响　ＬＰＳ攻击

前，各组大鼠肝组织光镜结构没有明显差别（图２Ａ、Ｂ、Ｃ）。

ＬＰＳ攻击１２ｈ后，对照组肝组织出现细胞肿胀，Ｄｉｓｓ间隙变

窄，中性粒细胞浸润，组织充血等损伤表现（图２Ｄ），而ＬＰＳ耐

受组和ＬｉＣｌ处理组与正常肝组织组比较并无明显差别（图

２Ｅ、Ｆ）。

２．１．３　ＬＰＳ和ＬｉＣｌ预处理对肝组织超微结构的影响　ＬＰＳ

攻击前，各组大鼠肝组织超微结构没有明显差别（图３Ａ、Ｂ、

Ｃ）。但ＬＰＳ攻击１２ｈ后，对照组肝细胞线粒体内出现絮状

物，细胞核异染色质聚集等不可逆性损伤反应（图３Ｄ），而ＬＰＳ

耐受组和ＬｉＣｌ处理组肝细胞与正常肝脏组织比较并无明显差

别（图３Ｅ、Ｆ）。

图１　　ＬＰＳ攻击前后大鼠肝脏外观

图２　　ＬＰＳ攻击前后大鼠肝脏组织学分析（ＨＥ×４００）

２．２　ＬＰＳ和ＬｉＣｌ预处理对肝功能的影响

２．２．１　血浆ＡＬＴ活性变化　ＬＰＳ攻击前，血浆 ＡＬＴ活性较

低，组间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＬＰＳ攻击１２ｈ

后，各组血浆ＡＬＴ显著升高（犘＜０．０５），但ＬＰＳ耐受组和ＬｉＣｌ

处理组ＡＬＴ明显低于对照组（犘＜０．０５），见表１。

２．２．２　血浆ＬＤＨ活性变化　ＬＰＳ攻击前，血浆ＬＤＨ活性均

较低，组间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＬＰＳ攻击１２ｈ

后，对照组ＬＤＨ比攻击前明显升高，ＬＰＳ耐受组和ＬｉＣｌ处理

组ＬＤＨ活性显著低于对照组（犘＜０．０５），见表２。

２．２．３　血浆ＴＢ含量变化　ＬＰＳ攻击前，血浆ＴＢ均处于较低

水平，组间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＬＰＳ攻击１２ｈ

后，对照组血浆ＴＢ比攻击前显著升高，ＬＰＳ耐受组和ＬｉＣｌ处

理组ＴＢ仍然显著低于对照组（犘＜０．０５），见表３。
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图３　　ＬＰＳ攻击前后大鼠肝组织超微结构（ＴＥＭ×８０００）

表１　　ＬＰＳ攻击前后血浆ＡＬＴ活性变化（狓±狊，Ｕ／Ｌ，狀＝６）

组别 ＬＰＳ攻击前 ＬＰＳ攻击后

对照组 ８．７４±６．２３ ８５．１９±２８．７５

ＬＰＳ耐受组 ５．２９±１．０８ ３５．４４±１０．１７ａ

ＬｉＣｌ处理组 ４．２４±０．６８ ２８．８３±１９．５８ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

表２　　ＬＰＳ攻击前后血浆ＬＤＨ活性变化（狓±狊，Ｕ／Ｌ，狀＝６）

组别 ＬＰＳ攻击前 ＬＰＳ攻击后

对照组 ８６８．９±１０６．８ １８２９．７±３９７．０

ＬＰＳ耐受组 ９２９．２±１６８．９ ８１４．８±１９０．３ａ

ＬｉＣｌ处理组 １０２９．０±２０７．１ ９１７．０±３２８．２ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

表３　　ＬＰＳ攻击前后血浆ＴＢ变化（狓±狊，ｍｍｏｌ／Ｌ，狀＝６）

组别 ＬＰＳ攻击前 ＬＰＳ攻击后

对照组 ３．１０±０．５９ ８．８４±２．９６

ＬＰＳ耐受组 １．６４±０．３５ ３．２８±０．８４ａ

ＬｉＣｌ处理组 ３．１９±０．７０ ４．６６±１．２０ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

表４　　ＬＰＳ攻击前后血浆ＴＮＦα（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ，狀＝６）

组别 ＬＰＳ攻击前 ＬＰＳ攻击后

对照组 １８１．１±２６．３ ６８５．９±１０５．２

ＬＰＳ耐受组 ９２．３±２５．５ １８０．２±４３．６ａ

ＬｉＣｌ处理组 １６８．１±３９．８ １４８．３±６９．９ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

２．３　ＬＰＳ和ＬｉＣｌ预处理对血清炎症因子的影响

２．３．１　血浆ＴＮＦα变化　ＬＰＳ攻击前，血清 ＴＮＦα处于较

低水平，组间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。对照组ＬＰＳ

攻击后ＴＮＦα比攻击前明显升高（犘＜０．０５），ＬＰＳ耐受组和

ＬｉＣｌ处理组ＴＮＦα无明显变化（犘＜０．０５），见表４。

２．３．２　血清ＩＬ１０变化　ＬＰＳ攻击前，血清ＩＬ１０均处于检测

线下。ＬＰＳ攻击１２ｈ后，各组组血浆ＩＬ１０比ＬＰＳ攻击前均

有明显升高（犘＜０．０５），且ＬＰＳ耐受组和ＬｉＣｌ处理组ＩＬ１０较

对照组显著升高（犘＜０．０５），表５。

表５　　ＬＰＳ攻击前后血浆ＩＬ１０（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ，狀＝６）

组别 ＬＰＳ攻击前 ＬＰＳ攻击后

对照组 ０ １３０．７±７４．６

ＬＰＳ耐受组 ０ ３９０．０±１７１．７ａ

ＬｉＣｌ处理组 ０ ４９３．３±１７０．２

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

３　讨　　论

ＬＰＳ诱导的肝损伤在肝脏及全身多种疾病发生、发展中具

有重要作用。本研究通过建立ＳＤ大鼠ＬＰＳ性肝损伤模型，观

察ＬＰＳ和ＬｉＣｌ预处理对ＬＰＳ性肝损伤的影响，试图阐明ＬＰＳ

和ＬｉＣｌ预处理对ＬＰＳ肝损伤的保护效应。

本研究参照文献成功建立了ＬＰＳ性肝损伤模型
［１２１４］：雄

性健康ＳＤ大鼠接受ＰＢＳ预处理，腹腔注射１０ｍｇ／ｋｇ的ＬＰＳ，

末次注射１２ｈ后麻醉、活杀并取肝脏。肉眼可见肝脏肿大、外

观出现散在灰白斑点；光学显微镜下可见肝窦缩小，中性粒细

胞浸润，肝细胞变性；透射电镜显示肝细胞线粒体内出现絮状

物、核异染色质团块状。提示大剂量ＬＰＳ攻击可诱导肝组织

损伤。ＬＰＳ攻击１２ｈ后，血清ＡＬＴ、ＬＤＨ和ＴＢ显著升高，提

示大剂量ＬＰＳ攻击导致肝功能损害。血浆促炎因子ＴＮＦα和

抗炎因子ＩＬ１０在ＬＰＳ注射后１２ｈ后也显著升高，提示大剂

量的ＬＰＳ攻击引发了全身炎症和抗炎反应。ＬＰＳ诱导的这些

损伤反应与文献报道结果相符［１２］，提示在本实验条件下成功

建立了大鼠ＬＰＳ性肝损伤模型。在ＬＰＳ肝损伤动物模型制作

中，Ｄ氨基半乳糖常被广泛用作ＬＰＳ增敏剂与ＬＰＳ联合使用，

以增强损伤效应。但 Ｄ氨基半乳糖本身就具有选择性肝毒

性，并能影响肝脏的ＲＮＡ和蛋白质合成
［１５］，这决定了联合使

用Ｄ氨基半乳糖可能对实验结果产生不确定的影响。因此，

本实验未采用Ｄ氨基半乳糖增敏，单纯用大剂量ＬＰＳ攻击，因

而在光学显微镜下未观察到典型大片肝细胞坏死征象，这与文

献报道结果相等［１２］，但并不影响本实验的可靠性。

本实验通过连续３ｄ腹腔注射ＬＰＳ成功建立了大鼠ＬＰＳ

耐受模型。ＬＰＳ耐受组大鼠的肝脏外观、组织学结构、超微结

构和肝功能与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。血

浆细胞因子与对照组之间差异也无统计学意义（犘＞０．０５）。

ＬＰＳ攻击后，ＬＰＳ耐受组大鼠肝脏外观、组织学结构及超微结

构与对照组比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５），肝功能损害

程度较对照组明显减轻，提示ＬＰＳ耐受能够减轻肝损伤。在

ＬＰＳ诱导肝损伤过程中，ＴＮＦα和ＩＬ１０是关键的促炎和抗炎

因子［１６１７］，抑制ＴＮＦα合成可减轻肝损害、减少血清中促炎因

子ＴＮＦα、ＩＬ１和ＩＬ６的释放，但ＩＬ１０在血清中的水平不一

定升高［１８］。本实验观察到ＬＰＳ预处理抑制了大剂量ＬＰＳ导

致的促炎因子ＴＮＦα的上调，促进了抗炎因子ＩＬ１０上调，提

示ＬＰＳ耐受可通过抑制大剂量ＬＰＳ导致的炎症反应减轻肝组

织损伤并改善肝脏功能。

锂盐属于抗精神失常类药物，但也具有抗病毒和免疫调控

功能，长期接受锂盐治疗可引起炎性因子分泌的改变［１９］。同

时，锂盐也是最常用的ＧＳＫ３小分子抑制剂
［２０］。ＬｉＣｌ处理组

大鼠肝脏外观、组织结构和超微结构较对照组无明显改变，

ＬｉＣｌ处理组大鼠肝功能、血浆促炎和抗炎因子与对照组比较

３１７４重庆医学２０１４年１２月第４３卷第３５期



差异无统计学意义（犘＞０．０５），提示在本实验条件下，ＬｉＣｌ预

处理不导致肝组织形态和功能改变，也不影响大鼠血浆细胞因

子的合成。ＬＰＳ攻击后，ＬｉＣｌ处理组大鼠肝脏外观、组织学结

构及超微结构与对照组比较，差异均无统计学意义（犘＞

０．０５），肝功能损害程度较对照组明显减轻，提示 ＧＳＫ３抑制

剂ＬｉＣｌ能够减轻肝损伤，对大剂量ＬＰＳ诱导的肝损伤具有保

护效应，这种保护可能与ＬｉＣｌ促进抗炎因子ＩＬ１０表达，并抑

制促炎因子ＴＮＦα表达有关。需要指出的是，由于条件所限，

本研究在ＬｉＣｌ预处理过程中未监测大鼠血浆及肝组织中ＬｉＣｌ

的浓度，因而无法从量的水平进行分析和比较。

综上所述，大剂量ＬＰＳ腹腔注射可诱导肝损伤，ＬＰＳ耐受

和ＧＳＫ３抑制剂ＬｉＣｌ通过减轻肝组织损伤、抑制炎性反应及

促进抗炎反应发挥相似的肝保护效应。尽管这两种干预措施

的交汇点可能为ＧＳＫ３，但目前还缺乏直接的证据。因此，在

今后的实验中将进一步探讨ＬＰＳ预处理和 ＧＳＫ３抑制剂对

ＧＳＫ３功能活性及其下游事件的影响。
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