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橄榄苦苷对脂多糖诱导的小鼠急性肝损伤的保护效应
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　　［摘要］　目的　观察橄榄苦苷对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的小鼠急性肝损伤的保护作用。方法　雄性ＩＣＲ小鼠被分为正常对照

组、ＬＰＳ组、橄榄苦苷低剂量组（１５ｍｇ／ｋｇ），橄榄苦苷中剂量组（３０ｍｇ／ｋｇ），橄榄苦苷高剂量组（４５ｍｇ／ｋｇ）及甘利欣组（甘草酸二

铵注射液，１１．２５ｍｇ／ｋｇ）。ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射制作急性肝损伤模型，橄榄苦苷及甘利欣均于ＬＰＳ注射后１ｈ和３ｈ尾静脉

给予，正常对照组给予等量的生理盐水。６ｈ后处死所有小鼠，用称质量法计算肝脏指数，苏木素伊红（ＨＥ）染色观察肝脏组织病

理学变化，免疫组织化学染色法检测肝组织肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）及细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）的表达。结果　肝脏指数：橄

榄苦苷高剂量组、中剂量组及甘利欣组较ＬＰＳ组明显降低（犘＜０．０５）；染色结果：高剂量和中剂量的橄榄苦苷及甘利欣组减轻

ＬＰＳ诱导的小鼠肝脏病理学损伤程度。与ＬＰＳ组比较，橄榄苦苷高剂量组、中剂量组及甘利欣组ＴＮＦα和ＩＣＡＭ１的表达显著

下调（犘＜０．０５）。结论　橄榄苦苷对ＬＰＳ所致的小鼠急性肝损伤具有显著的保护作用，其机制可能与阻止肝脏炎性反应有关。
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　　肝脏是人体最大的消化腺，是体内新陈代谢的核心场所，

也是内毒素最易致损的靶器官之一。内毒素是革兰阴性细菌

细胞壁中的一种成分，其主要成分脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈｉｄｅ，

ＬＰＳ）在肝脏疾病的发生、发展过程中起着至关重要的作用
［１］。

橄榄苦苷，一种在橄榄叶中含量极高并易于分离纯化的生物活

性物质，具有消炎、抗病毒、防癌等多种药理学效应［２］。本实验

采用ＬＰＳ腹腔注射致小鼠急性肝脏炎症模型，观察橄榄苦苷

的保护作用，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　ＳＰＦ级雄性ＩＣＲ小鼠，体质量２５～３０ｇ，

购自重庆腾鑫生物技术有限公司。

１．１．２　主要试剂与仪器　橄榄苦苷由成都曼斯特生物科技有

限公司提供，纯度：高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）≥９８％；ＬＰＳ（ｆｒｏｍ

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ０１１１：Ｂ４，Ｓｉｇｍａ公司）；甘利欣注射液购自江

苏正大天晴药业股份有限公司；肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、细胞

间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）单克隆抗体、链霉亲和素生物素复合

物（ＳＡＢＣ）试剂盒、二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色试剂盒均购自武

汉博士德生物工程有限公司。仪器还有梅特勒ＬＥ１０４Ｅ电子

天平（梅特勒托利多，瑞士），奥林巴斯ＢＸ６０显微镜（奥林巴

斯，日本），ＬｅｉｃａＣＭ１９５０冰冻切片机（徕卡公司，德国）及Ｉｍ

ａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析软件（ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ，美国）。

１．２　方法

１．２．１　实验动物分组及动物模型制作　小鼠分为正常对照
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组、ＬＰＳ组、橄榄苦苷低剂量组（１５ｍｇ／ｋｇ），橄榄苦苷中剂量

组（３０ｍｇ／ｋｇ），橄榄苦苷高剂量组（４５ｍｇ／ｋｇ）及甘利欣组。

甘利欣组以１１．２５ｍｇ／ｋｇ的剂量给药（按成人用药量换算成小

鼠等效剂量），每组１３只。ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射给予，橄

榄苦苷和甘利欣于ＬＰＳ注射后１、３ｈ尾静脉注射给予，正常对

照组及ＬＰＳ组给予等量生理盐水。

１．２．２　肝脏指数检测　ＬＰＳ注射后６ｈ，每组８只小鼠麻醉后

处死，取肝脏用滤纸将表面吸干，电子分析天平称其湿质量，计

算肝脏指数。肝脏指数＝肝湿质量／体质量×１００％。

１．２．３　组织病理学观察　将小鼠麻醉后，分别用冰冻磷酸盐

缓冲液（ＰＢＳ）和多聚甲醛灌流，取肝脏右侧中叶同一部位甲醛

固定２４ｈ，置于１５％的蔗糖溶液中过夜，次日标本沉底后，换

３０％的蔗糖溶液浸泡，４℃冰箱保存，择日用聚乙二醇和聚乙

烯醇的水溶性混合物（ｏｐｔｉｍａｌｃｕｔｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｏｍｐｏｕｎｄ，

ＯＣＴ）包埋、冰冻切片，用于苏木素伊红（ＨＥ）染色和免疫组织

化学染色。

１．２．４　ＨＥ染色　切片置于５０℃烤箱４ｈ，蒸馏水洗５ｍｉｎ，３

次，然后苏木素染色２ｍｉｎ，流水冲洗，１％盐酸乙醇分化１～３

ｓ，蒸馏水洗５ｍｉｎ×３次，伊红液染色１～３ｍｉｎ，蒸馏水稍洗后

８０％、９５％乙醇及无水乙醇梯度脱水，二甲苯透明，烤干后封

片。４００倍光镜下取肝组织同一区域３个不同的视野采图，观

察肝脏病理学改变情况。

１．２．５　免疫组织化学染色　切片用蒸馏水洗５ｍｉｎ×３次，

３％Ｈ２Ｏ２ 甲醇液避光孵育２０ｍｉｎ，蒸馏水清洗，枸橼酸缓冲液

微波抗原修复，冷却后ｐＨ７．２的ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，滴加牛

血清清蛋白（ＢＳＡ），于３７℃孵育４０ｍｉｎ，甩干后滴加稀释的一

抗（ＴＮＦα１∶１００；ＩＣＡＭ１１∶２００）于湿盒内４℃过夜，次日

取出后置于室温１ｈ。ＰＢＳ冲洗，加羊抗兔免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）

孵育１ｈ，ＳＡＢＣ孵育１ｈ，然后ＤＡＢ显色，苏木素复染，脱水、

透明及封片。４００倍光镜下取肝组织同一区域３个不同的视

野采图，记录每高倍视野ＴＮＦα阳性表达数，用Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ

６．０软件计算ＩＣＡＭ 阳性表达的累积光密度值（犐犗犇）与面积

的比值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件对实验数据进行统计

学分析，计量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验和单因素

方差分析，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　橄榄苦苷对ＬＰＳ诱导的ＩＣＲ小鼠肝脏指数的影响　正

常对照组小鼠肝指数为（４．７２±０．３５）％，ＬＰＳ组小鼠肝脏指数

明显升高，为（５．３８±０．３８）％，两组比较，肝脏指数差异有统计

学意义（犘＜０．０１）。而橄榄苦苷高剂量组肝脏指数为（４．８４±

０．２１）％，甘利欣组肝脏指数为（４．８６±０．２０）％，两组较ＬＰＳ

组小鼠肝脏指数均有明显降低（犘＜０．０１）。橄榄苦苷中剂量

肝脏指数为（４．９８±０．３４）％，较ＬＰＳ组也有降低（犘＜０．０５）；

低剂量橄榄苦苷组肝脏指数为（５．２５±０．３９）％，虽然有所降

低，但与ＬＰＳ组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　橄榄苦苷对ＬＰＳ诱导的ＩＣＲ小鼠肝脏组织病理学检查

的影响　在４００倍光镜下，正常对照组小鼠肝细胞结构清晰，

细胞间间隙紧密均匀，未见细胞水肿、变性坏死等病理现象；

ＬＰＳ组小鼠肝脏中央静脉扩张，肝细胞肿胀、空泡变性，个别肝

细胞出现坏死，细胞间间隙变宽、排列紊乱；橄榄苦苷中剂量和

高剂量组较ＬＰＳ组肝细胞炎性水肿程度减轻，细胞间间隙变

紧密，排列相对均匀；甘利欣组病理现象也有明显改善；而橄榄

苦苷低剂量组对ＬＰＳ导致的肝脏病理损伤没有明显改善，见

图１。

２．３　橄榄苦苷对ＬＰＳ诱导的ＩＣＲ小鼠肝脏组织 ＴＮＦα和

ＩＣＡＭ１表达的影响　正常对照组肝脏几乎没有ＴＮＦα阳性

表达，但在ＬＰＳ诱导组，大鼠肝细胞质可见大量棕褐色ＴＮＦα

阳性颗粒表达，肝细胞呈深染色。橄榄苦苷各组ＴＮＦα阳性

颗粒较ＬＰＳ组表达呈剂量依赖性减少（犘＜０．０５）；甘利欣组

ＴＮＦα阳性表达数量也明显减少，且肝细胞染色变浅，与ＬＰＳ

组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１、图２。另外，正

常对照组肝脏仅有极少ＩＣＡＭ１阳性表达，但ＬＰＳ组可见明

显的ＩＣＡＭ１棕黄色强阳性表达，其表达主要出现在肝窦内皮

细胞、肝实质细胞；橄榄苦苷高剂量和中剂量组中ＩＣＡＭ１阳

性表达减少，仅有肝窦内皮细胞可见，且染色程度减轻；甘利欣

组肝组织ＩＣＡＭ１阳性表达也明显减轻。统计学结果表明，橄

榄苦苷中、高剂量组及甘利欣组小鼠ＩＣＡＭ１阳性细胞表达的

犐犗犇与面积比值与 ＬＰＳ组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表１、图３。

　　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＬＰＳ组；Ｃ：橄榄苦苷低剂量组；Ｄ：橄榄苦苷中剂量组；Ｅ：橄榄苦苷高剂量组；Ｆ：甘利欣组。

图１　　橄榄苦苷对ＬＰＳ诱导的ＩＣＲ小鼠肝脏组织病理学检查的影响（ＨＥ，×４００）

　　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＬＰＳ组；Ｃ：橄榄苦苷低剂量组；Ｄ：橄榄苦苷中剂量组；Ｅ：橄榄苦苷高剂量组；Ｆ：甘利欣组。

图２　　各组小鼠肝脏组织ＴＮＦα表达（免疫组织化学，×４００）
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　　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＬＰＳ组；Ｃ：橄榄苦苷低剂量组；Ｄ：橄榄苦苷中剂量组；Ｅ：橄榄苦苷高剂量组；Ｆ：甘利欣组。

图３　　各组小鼠肝脏组织ＩＣＡＭ１的表达（免疫组织化学，×４００）

表１　　橄榄苦苷对ＬＰＳ诱导的ＩＣＲ小鼠肝脏组织

　　　ＴＮＦα和ＩＣＡＭ１表达的影响（狓±狊，狀＝５）

组别
ＴＮＦα

阳性表达数

ＩＣＡＭ１

（犐犗犇／ａｒｅａ）

正常对照组 ５．０６±２．４３ｂ ０．２２±０．０６ｂ

ＬＰＳ组 ３１．０８±７．４９ ０．８７±０．３０

橄榄苦苷低剂量组（１５ｍｇ／ｋｇ） ２６．２６±４．５９ａ ０．７９±０．１５

橄榄苦苷中剂量组（３０ｍｇ／ｋｇ） ２０．０７±４．９７ｂ ０．６１±０．２２ａ

橄榄苦苷高剂量组（４５ｍｇ／ｋｇ） １７．６６±３．７７ｂ ０．５２±０．１４ｂ

甘利欣组（１１．２５ｍｇ／ｋｇ） １９．８７±３．９１ｂ ０．５５±０．１６ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与ＬＰＳ组比较。

３　讨　　论

肝脏是人体非常重要的器官，承担着解毒、代谢及免疫防

御等功能［３］。在病毒或内毒素刺激的情况下，肝脏细胞特别是

Ｋｕｐｅｆｆ细胞及肝窦内皮细胞大量增殖，合成并释放炎性细胞

因子、细胞黏附分子，参与白细胞肝窦内皮细胞间的黏附和跨

内皮迁移，进一步促进炎性反应的病理过程，从而加重肝损

伤［４］。研究表明，ＬＰＳ与细胞膜上的受体结合后，激活肝内外

单核巨噬细胞系统，通过其上调核因子κＢ（ＮＦκＢ）、Ｐ３８及

ＪＡＫ／ＳＴＡＴ等炎性信号通路，增加致炎因子的表达，形成瀑布

级联效应从而损伤肝脏［５７］。

众所周知，橄榄油因具有强大的抗氧化作用而广泛运用于

美容、医疗界。而随着研究的不断深入与发展，橄榄苦苷作为

橄榄叶中含量较多的苯酚类裂环环烯醚帖苷化合物，其具有无

毒、易被人体吸收等优势，其药理学效应也逐渐被重视［８］。有

研究表明，橄榄苦苷对 ＨｅｐＧ２２．２．１５细胞乙型肝炎表面抗原

（ＨｂｓＡｇ）的表达呈剂量依赖性抑制作用，且体内研究表明其具

有抗鸭乙型肝炎病毒（ＤＨＢＶＤＮＡ）的作用，但其作用机制尚

未明确［９］。这为橄榄苦苷在肝脏疾病的治疗研究提供了契机。

本研究以ＬＰＳ为诱导制作肝脏急性损伤模型，观察橄榄

苦苷的保护作用。结果发现，腹腔注射ＬＰＳ导致肝脏的炎性

水肿、空泡变性等病理损伤，且肝脏指数明显升高，说明ＬＰＳ

成功诱导了肝脏急性损伤。进一步研究发现，模型组也显示作

为炎性标志的 ＴＮＦα和ＩＣＡＭ１在肝脏组织中有较高的表

达，说明ＬＰＳ增加了致炎因子的表达，从而导致了病理改变。

临床研究证实，肝炎患者血清中往往存在高水平 ＴＮＦα、

ＩＣＡＭ１表达，而且，在慢性肝病中，ＩＣＡＭ１在肝组织和血清

中表达呈相关性增强［１０］，这与本研究结果契合。而本研究给

予中剂量和高剂量的橄榄苦苷，不仅在一定程度上减轻了ＬＰＳ

导致的肝脏病理损伤程度，且肝脏组织切片 ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１

的阳性表达也有明显的下调，说明橄榄苦苷对ＬＰＳ导致的肝

损伤有一定的保护效应，其作用可能是通过抑制炎性因子及黏

附分子的表达，阻止炎症瀑布级联反应，但更深的机制还需进

一步的研究。
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