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急性肝损伤大鼠肝脏 Fas和 FasL的表达及其意义 

温韬 任锋 刘焱 武志明 赵金垣 

【摘要】 目的 研究急性 肝损伤大 鼠肝脏 Fas和 FasL的表 达情况 ，探 讨细胞凋亡在 中毒性肝损伤发 病 

中的地位及其意义。方法 健康雄性 Wistar大鼠35只，随机分为正常对照组和实验组 ，实验组再分为 3、9、 

16、24、36和 48 h 6个亚组 ，每组 5只。制备四氯化碳 中毒性肝损伤动物模 型，采用苏木素一伊红 (HE)染色 ，光 

镜下观察肝组织损伤情况，采用免疫组化方法测定不同时间点肝组织 Fas和 FasL的表达，采用末端脱氧核 

苷酸转移酶介导的dUTP缺口末端标记法(TUNEL)观察肝细胞凋亡情况。同时测定各时间点血清丙氨酸 

转氨酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)和肝组织超氧化物歧化酶(s0D)活性、肝组织丙二醛(MDA)含量变 

化 。结果 Fas和 FasL在正 常大鼠肝 细胞 中未见表达 ，实验组 3 h后 即开始有 明显表达 ，并随时间延长 表达 

相应增强 ；病理学和 TUNEL检测结果均显示肝脏有严重损伤 ，大量肝细胞发生凋亡 。大 鼠染毒后血清 ALT、 

AsT活性和肝组织 MDA含量明显升高，肝组织 s0D活性显著降低，与正常对照组 比较差异均十分显著 

(P<O．05或 P<O．O1)。结论 大 鼠急性肝损伤时 Fas和 FasL表达显 著增加 ，和肝细胞凋亡变化相 一致 ，提 

示 Fas／Fasl 系统及介 导的细胞凋亡反应在中毒性肝损伤的发病机制 中可能 占有重要地位 。 
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[Abstract] Objective To investigate the dynamics of expression of Fas antigen and Fas ligand(FasL) 

in a rat model of carbon tetrachloride—induced acute liver injury．and explore the role of apoptosis in liver 

injury．Methods Thirty-five healthy male Wistar rats were randomly divided into normal control group and 

experiment group，and the latter group was divided into six subgroups：3，9，1 6，24，36 and 48 hours groups 

with 5 rats in each group．The liver injury was induced by carbon tetrachloride．Sections of liver tissue were 

stained with hematoxylin and eosin and observed under optical microscope．Fas antigen and FasL in rat liver 

were determined at different time points with immunohistochemical method． Hepatocytes apoptosis were 

observed with terminal deoxynucleotidyl—transferase mediated dUTP—biotin nick end labeling (TUNEL) 

method．Superoxide dismutase(SOD)activity and malondialdehyde(M DA)concentration in the liver tissues 

were analyzed at the same time point．Serum aspartate aminotransferase(ALT)and alanine aminotransferase 

(AST)levels were also determined．Resuits Fas antigen and FasL were expressed in the liver tissues of 

control rats．Following carbon tetrachloride challenge，severe liver injury took place in rats as revealed under 

microscope and a large amount of hepatocytes apoptosis was found．Hepatic Fas and FasL expression were 

both increased markedly from 3 to 48 hours after carbon tetrachloride challenge in experiment group．Liver 

MDA concentration and serum ALT and AST were elevated significantly．while SOD activity decreased 

remarkably in the experiment group compared with control group (P< O．05 or P< 0．01)．Conclusion 

Expression of Fas／FasL is remarkably induced in acute liver injury and accords with the changes of 

hepatocytes apoposis，which suggests that apoptosis mediated by Fas／FasL may play an important role in the 

pathogenesis of acute liver injury． 
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Fas及其配体FasL系统是导致细胞凋亡的主 

要途径之一 。在正常的情况下 ，Fas／FasL参与淋 巴 

细胞的发育、分化和免疫调节，在调节机体免疫功 
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· 论 著 · 

能、维持内环境平衡方面起着重要的作用 ；在病 

理 状 态下 ，Fas／FasL则 可 以通过 介 导细 胞 凋亡 ， 

在 自身免疫性疾病、感染性疾病、肿瘤发生等病理过 

程中起到重要的调控作用。喝 。本实验中通过四氯化 

碳 (CC1．)诱导中毒性肝损伤大 鼠模型，动态研究 

Fas／FasL的表达及其所介导的凋亡反应在中毒性 

肝损伤发生中的作用，以期为深入阐明中毒性肝损 

伤的发生机制以及与病毒性肝炎的鉴别诊断等提供 

了重要线索。 
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1 材料和方法 

1．1 动物模 型制备和实验分组 ：健康雄性 Wistar 

大 鼠 35只，体重 250 300 g，由首都医科大学动物 

实验中心提供；实验前 12 h和实验期间禁食．自由 

饮水 。大鼠编号后按随机数字表法分为正常对照组 

和实验组 ．实验组又按不同时间点分 为 3、9、16、24、 

36和 48 h 6个亚组 。每组 5只。新鲜配制体积分数 

为 5O％的 CC1 植物油溶液 ，按 3 ml／kg剂量腹腔注 

射 ；正常对照组注射等量 的植物油溶液。 

1．2 取材：按不同时间点取大 鼠肝组织，部分于体 

积分数为 10 的甲醛溶液 中固定 ，石蜡包埋 ，制备 

组织切片 ；另取部分肝组 织立即液氮冻存，待制备 

组织匀浆；同时采集大 鼠股静脉血，3 500×g离心 

10 min后留取上清 。一70 C冻存待测。 

1．3 肝组织病理学 观察和 Fas／FasL免疫组化染 

色：取肝组织石蜡切 片行常规苏木素一伊红 (HE)染 

色，光镜下观察组织损伤情况。另取组织切片 ，常规 

脱 蜡、水 化后 ，以 Fas及 FasL多克 隆兔抗 鼠一抗 

(武汉博士德公司产品)和超敏链霉卵白素过氧化物 

酶 (SP)试剂盒 (福州迈新生物技术公 司产品)进行 

免疫组化反应 ．操作严格按说明书进行；最后磷酸盐 

缓 冲液 (PBS)清洗，3，3L二氨 基联 苯胺 (DAB)显 

色，复染 ，中性树胶封片，光镜下观察 。 

1．4 肝组织超氧化物歧化 酶(SOD)活性和丙二醛 

(MDA)含量测定 ：取冻存 的肝组织进行 匀浆 ，分别 

测定 S0D和 MDA。S0D活性测定采用黄嘌呤氧化 

酶 法 以每克肝 组织 中所含 硝酸盐 单位 (NU／g)表 

示；MDA含量测定采用硫代巴比妥酸法。试剂盒由 

南京建成生物工程研究所提供，严 格按照说明书操 

作步骤进行测定。 

1．5 血清丙氨酸转氨酶 (AI T)和天冬氨酸转氨酶 

(AST)测定 ：采用全 自动生化分析仪测定不同时间 

点大鼠血清 ALT和 AST水平 的变化 。 

1．6 细胞凋亡 ：采用末端脱氧核苷酸转移酶介导的 

dUTP缺 口末端标记法(TUNEL)测定肝细胞凋亡 ， 

试剂盒为德 国 Roche公司提供，具体操作按说明书 

进行：细胞核被染成棕黄色并有凋亡特征性者为阳 

性细胞。 

1．7 统计学分析 ：数据经 SPSS软件程序处理 ，结 

果 以均数±标准差 ( ± )表示 ，不同时间点组间数 

值比较采用 t检验，P％0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 肝组织病理学观察(彩色插页图 1，图 2)：正常 

对照组大 鼠肝脏体积正常，呈鲜红色，组织切片显示 

肝细胞 、汇管区、胆管上皮细胞等均正常。大 鼠腹腔 

注射 CC1 植物油溶液 3 h后即可见肝脏体积增大 ， 

肝组织色灰暗呈土黄色 ，并有腹水渗出、粘连，16 h 

时肝明显充血；病理显示 ：肝组织小叶内细胞大小不 
一

，以中央静脉为 中心 出现典型的气球样 变和脂肪 

变，并有细胞坏死伴淋 巴细胞 、中性粒细胞浸润等 。 

2．2 大鼠血清 ALT、AST和肝脏 SoD、MDA 的变 

化(表 1)：大鼠在注射 CC1 3 h后 ，血清 ALT、AST 

水平即明显升高，24 h达到高峰，48 h时仍显著高 

于正常对照组(P均<0．01)。实验组 3 h SOD活性 

即明显降低 ，MDA含量则相应升高，和正常对照组 

比较差异均有显著性(P<0．05或 P<0．01)。 

表 l 急性肝损伤大鼠血清 ALT、AST和肝组织 

SOD、MDA含量 的变化 ( 士s，n一5) 

Table l Changes of serum ALT，AST activity，SOD 

activity and M DA concentration in liver tissue 

in rats with acute liver injury( 土s，n一5) 

注 ：与 正 常 对 照 组 比较 ： P< 0．05，一 P<0．01 

2．3 肝组织 Fas及 FasL的表达 (彩色插 页 图 3， 

图4)：Fas及 FasL免疫组化染色阳性结果均为细 

胞浆／细胞膜着棕黄色，胞核呈淡蓝色。正常对照组 

大鼠肝组织中未见 Fas及 FasI 表达 ；实验组 3 h后 

可见 到肝组织 中有 Fas及 FasL明显表达 ，表达部 

位集中于中央静脉周围。随着时间的延长 ，大 鼠肝损 

伤加重，Fas及 FasL表达强度亦相应增加。24 h表 

达最强 ，肝小叶中可见 阳性细胞呈弥漫性大量分布。 

Fas及 FasI 的表达部位和表达数量差异无显著性 。 

2．4 肝细胞凋亡情况 ：TUNEL染色的阳性细胞表 

现为胞浆不着色，胞核被染成棕褐色，核固缩，染色 

质浓聚。TUNEL检测结果显示 ，正常大鼠肝组织无 

明显的细胞凋亡 (彩色插页图 5)；大 鼠给予 CC1 染 

毒 3 h后肝细胞开始出现凋亡，并呈一定的时间依 

赖方式 ；随着染毒时间延长 ，肝损伤加重 ，凋亡的肝 

细胞数量亦相应增多，在 24 h时可见大量广泛分布 

的凋亡细胞(彩色插页图 6)，这与 Fas及 FasL的表 

达结果相一致 。 

3 讨 论 

细胞凋亡是不 同于坏死 的另一种细胞死亡方 
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式 ，是基因调控的程序性细胞死亡过程 ，需要特异性 

酶的激活及某些信号途径的参与。正常情况下 。细胞 

凋亡是机体清除感染、变异及衰老细胞 以维持 自身 

生理状态的重要调节方式 。但凋亡过多则可导致病 

理性损伤“ 。研究表明：各种类型的肝损伤如病毒 

性肝炎 、肝硬化、自身免疫性肝病和肝癌等的发病机 

制都和细胞凋亡密切相关 。肝细胞表面存在众多 

的凋亡受 体，如转化生 长 因子～p(TGF—p)受体 、 

Fas、肿瘤坏死 因子 (TNF)1和 2受体、死亡受体 4 

(DR4)等，感 染或 中毒损伤细胞可通过相应 的配体 

与受 体结合，激活 凋亡级 联事件，引起 细胞 凋 

亡 ”。其 中，Fas及其配体 FasI 是导致细胞凋亡 

的主要途径之一 ，近年来它们在细胞凋亡 中的作用 

特别受到重视。 

Fas抗原又名 APO1、CD95，是细胞膜表面的一 

种凋亡相关分子 ，主要 以膜受体 (mFas)的形式存 

在 ，机体许多组织和细胞都可表达 Fas，但 以免疫系 

统表达最为丰富；FasI 分子属于 TNF超家族成员， 

为 Ⅱ型跨膜糖蛋 白，主要表达 于激 活 的 T 细胞表 

面，并可传递死亡信号给 Fas，从而诱 导细胞 凋 

亡“ 。病毒性肝炎时，机体主要通过特异性细胞毒 

性 T细胞 (CTL)介 导的细胞免疫反应来诱发 细胞 

凋亡或死亡以清除感染细胞 ，这个凋亡途径主要通 

过 Fas／FasL和穿孑L素／颗粒酶 B途径完成；激活的 

T细胞表面表达 有大量的 FasL，与肝 细胞膜上 的 

Fas受体结合后，即可启动凋亡信号，活化细胞死亡 

程序 ，造成细胞死亡或凋亡 。但 目前对于 Fas／ 

FasL系统在 中毒性肝损伤发病 中的具体作用 尚不 

清楚 。 

本研究结果显示 ：正常大 鼠肝组织未见有 Fas／ 

FasI 明显表达，在 CC1 染毒之后 Fas及 FasI 即在 

肝细胞表面大量表达，并随着时间延长肝损伤加重， 

表达亦相应增强，至 24 h时表达最强。同时 ，FasL 

的表达 已不再局限于活化的 T细胞，而是在肝实质 

细胞表面呈弥漫性大量表达。这一结果说 明，CC1 

中毒性肝损 伤时 Fas／FasL不需通 过特异性 CTL 

免疫反应途径 ，就可直接诱导细胞凋亡 ，现推测其作 

用机制可能为：①通过相邻细胞 Fas和 FasL相互 

作用造成 自相残杀式 的凋亡；②通 过肝细胞上脱落 

或分泌的可溶性 FasL杀伤 自身，即自分泌杀伤； 

③通过脱落或分泌可溶性 FasL，杀伤相邻或远处的 

Fas阳性肝细胞，即旁分泌杀伤 ”。Fas和配体结 

合 ，激活了细胞 内蛋 白水解酶类的连锁反应 ，如胱门 

蛋 白酶(caspases)，破坏线粒体外膜 ，最后造成细胞 
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死亡 。 

上述研究结果表明，Fas／FasI 系统及所介导的 

细胞凋亡反应在急性 中毒性肝损伤的发病中可能起 

重要作用，但与病毒性 肝炎时发生 凋亡的机制又有 

不同；其确切启动机制尚未阐明 ，值得深入探讨。 

CC1 是研究急性肝损伤最常选用的毒物之一， 

既往研究认为其损伤机制与自由基的异常产生密切 

相关。CC1 在肝脏经微粒体代谢生成大量 自由基， 

可引起脂质过氧化 、蛋白巯基氧化 、DNA氧化等多 

种严重后果 ，并可激活转 录因子 [如核转录因子一rB 

(NF—rB)3而 改 变 相 关 基 因表 达，影 响 细 胞 功 

能“ ；另外，自由基还可抑制细胞膜和微粒体膜 

上 Ca 泵的活性，使 Ca 内流增加 ，堆积于细胞 内 

导致肝细胞坏死 。本研究结果显示 ，大 鼠给予 

CC1 很快 出现典型 的肝损 伤表现 。如 AST和 ALT 

显著升高，同时还伴有脂质过氧化反应的终产物 

MDA 含量显 著升高 ，抗 氧化剂 SoD 活性 明显下 

降。氧化和抗氧化机制失衡的结果必然使 自由基大 

量生成 ，导致氧化应激 ，进而还可通过改变凋亡相关 

基因的表达 ，活化细胞死亡程序 ，引起肝细胞损伤等 
一 系列后果，这和上述 的研究相一致。据此可以推 

测，氧化应激可能是启动或诱导 Fas／FasL高表达 

的重要因素之一，目的是促进细胞凋亡或坏死。有研 

究报道：给予抗 氧化剂可 以在一定程度上阻断 Fas 

介导 的凋亡 “ ，从而更 进一步证 明氧 化应 激与 

Fas／FasL系统表达上调密切相关，但 它们之间的具 

体作用关系和方式还需进一步探讨。 

综上所述 ，Fas／FasL系统在急性 中毒性肝损伤 

的发病 中 占有重 要地位 ，而氧化 应激可 能是 诱导 

Fas／FasL高表达的一个重要因素。这一结果具有重 

要提示作用，我们可以此为切入点对其源头事件及 

干预环节作进一步探讨 ，从而可为深入阐明中毒性 

肝损伤的发病机制提供重要线索，并有助于临床上 

与病毒性肝炎的鉴别诊断。 
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全身炎症反应综合征／多器官功能障碍综合征的肠一淋巴假说在猪模型中的确认 

以往的研究中，曾有学者根据大鼠模型的实验结果，提出创伤／出血性休克(T／Hs)时中性粒细胞和内皮细胞活化诱发器 

官损伤最初可能由肠系膜淋巴系统病变引起的假说。为了证实这一假说。最近美国研究人员在猪 T／Hs模型中进行了相似的 

实验。出血性休克的复制方法为抽血、维持平均动脉压 40 mm Hg(1 mm Hg=0．133 kPa)3 h或碱缺失(BD)为一5 mmol／L。然 

后给予液体复苏。实验中研究者将导管插入一条肠主要淋巴管。每小时取肠系膜淋巴液，检测中性粒细胞呼吸爆发程度和单 

层内皮细胞通透性。与创伤／假手术休克(T／SS)动物相比，T／Hs动物淋巴组织液中性粒细胞活化增加。同样。5 h内各时间点 

T／Hs动物淋巴的内皮细胞通透性增加了 2倍以上；休克后 2 h。内皮细胞毒性较休克前显著增加(细胞活性降为休克前的 

7O )。而T／SS动物淋巴液中内皮细胞无显著变化。因此研究者认为实验在猪模型上进一步证实了以往在啮齿类动物实验得 

出的假说。即休克导致的肠损伤能释放炎症介质进入肠淋巴系统 ，从而活化中性粒细胞和损伤内皮细胞。 

周 国勇。编译 自《J Trauma》。2006，60：958—965；胡森 。审校 

血液滤过中加温疗法能改善血流动力学和预后 

最近比利时研究人员报告了血液滤过中给予加温疗法对脓毒性休克时全身和局部血流动力学、血浆乳酸盐水平和 24 h 

存活率的影响。实验中对绵羊实施全身麻醉和机械通气，复制腹膜炎模型。4 h后分两组给予血液滤过治疗：加温组( 一1O)和 

不加温组( 一10)。结果显示。不加温组开始血液滤过后体温下降并持续低于基础值；加温组治疗过程中体温稳定于基础值， 

治疗后升至最高 4O．8 C。不加温组出现血压下降[从 90 mm Hg(1 mm Hg=0．133 kPa)降到 38 mm Hg]，心排血量减少(从 

4．0 L／min降到2．3 L／min)。与不加温组相比，加温组动物的代谢性酸中毒和血浆乳酸盐上升程度显著减轻。治疗 16 h后，不 

加温组动物全部死亡，而加温组动物全部存活。因此研究者认为。血液滤过治疗时血液温度的不同能造成血流动力学、代谢性 

酸中毒和存活率的显著差异。此结果对脓毒症治疗有重要的临床意义。 

周 国勇。编译 自((Anesthesiology》，2006。104：1216—1222；胡森 ，审校 

内毒素血症患者的血浆能增加血管 内皮细胞通透性 

为研究脓毒症时血管通透性增高的机制，最近荷兰学者观察了内毒素血症患者的血浆对体外培养单层血管内皮细胞的 

作用。8名健康志愿者静脉注射大肠杆菌脂多糖(LPS)2 ng／kg，随后定点检测血浆中反映血管通透性增高的炎症介质浓度。分 

别采集注射 LPS后 2 h和 4 h血浆，与体外培养的人脐静脉内皮细胞共同温育。将荧光标记牛血清 白蛋白分别用处理过的内 

皮细胞和半透膜滤过，计算滤过液中牛血清白蛋白的浓度比。观察培养基中单层内皮细胞通透性的变化。温育前内皮通透性 

值 (中位数)为 17 (14 ～31 )，与注射 LPS2 h和 4 h志愿者血浆温育后比较，内皮细胞通透性分别上升至 23 (12 ～ 

39 )和 28 (11 ～4O )。内毒素血症患者的肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白细胞介素一I~(IL一113)、IL一6、IL一8、IL一10、 

IL一12、血管内皮生长因子和 7一干扰素(IFN一7)等介质的浓度均升高(P均<O．01)，而且血管内皮生长因子和IL一1O与内 

皮通透性增高呈显著正相关(r一0．47，P一0．038；r一0．43，P一0．038)。上述结果表明。内毒素血症患者的血浆能增加体外培 

养的血管内皮细胞对白蛋白的通透性，同时提示体外培养的单层人血管内皮细胞可作为研究脓毒症血管通透性变化的模型。 

车晋伟 ，编译 自((Shock》，2006，25：358—362；胡森 ，审校 
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