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水飞蓟宾对急性肝损伤中肝细胞胀亡的影响及其机制 

李荣萍，任成 山，赵 晓宴 

(第三军医大学新桥医院消化内科，重庆 400037) 

【摘要】 目的 ：探讨水飞蓟宾 (SIL)在急性肝损伤 中对肝细胞胀亡 的影响及其机制 。方法 ：用 D一氨基半乳 

糖(D—GalN)诱导大鼠急性肝损伤模型，用SIL进行干预，于不同时间点检测血清丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬 

氨酸转氨酶(AST)活性及肝组织核转录因子一KB(NF—KB)活性，观察肝组织病理及肝细胞胀亡情况，并计算胀 

亡指数(OI)。结果：SIL能明显降低急性肝损伤模型大鼠血清 ALT、AST活性(P均<O．05)，抑制 NF—KB活 

性 (P<0．05)，镜下显示肝组织损伤减轻程度，减少肝细胞胀亡，降低 OI(P均<0．05)。结论：SIL可减少 

D—GalN所致大鼠肝细胞胀亡，其机制可能与抑制 NF—KB活性有关。 
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[Abstract] Objective：To explore the effects of silibinin on oncosis in D—galactosamine(D—GalN) 

induced acute hepatic injury and its mechanism．Methods：D—GalN was used to induce acute hepatic injury 

model in rats．Before and after 500 mg／kg of silibinin was given，at different time points，the activities of 

alanine aminotransferase (ALT)，aspartate aminotransferase (AST)in serum．and nuclear factor— KB 

(NF—KB)activity in liver tissue were measured．Liver pathological changes were observed by light microscope 

and transmission electron microscope (TEM )． The oncosis of hepatocyte was also detected by TEM and 

oncosis index(OI)was calculated．Results：Silibinin could reduce the activities of ALT and AST in serum． 

NF—KB activity and OI obviously (all P < 0．05)，and relieve the oncosis of liver tissues，while the 

degeneration of liver tissue was relieved under microscope in rats with acute hepatic injury (all P<0．05)． 

Conclusion：Silibinin may reduce the oncosis of hepatocytes in D—GalN induced acute hepatic injury in rats and 

its mechanism may be related to the inhibition of NF—KB activity． 

[Key words] D—galactosamine；silibinin；acute hepatic injury；nuclear factor—gB；oncosis；hepatocyte 

水飞蓟宾(silibinin，SII )是水飞蓟素中最主要 

的生物活性成分，具有清除自由基、抗脂质过氧化、 

抑制 5一脂氧合酶、保护肝细胞膜、促进损伤肝细 

胞合成DNA及结构蛋白等作用，同时还具有免疫 

调节 、抗肝纤维化、抗肿瘤及降血脂等广泛的药理学 

效应 。近年研究表明，SIL对多种肝细胞损伤动 

物模型及酒精性肝硬化患者均有保护作用。 。但有 

关SIL对肝细胞胀亡的影响研究较少。本实验中通 

过 D一氨基半乳糖(D—GalN)建立大鼠急性肝损伤 

模型，初步探讨 SIL在急性肝损伤中对肝细胞胀亡 

的影响及其机制。 

基金项目：全军医学科研“十五”计划重点课题(01Z074) 

通讯作者：任成山(Email：renchengsh@sina．com) 

作者简介：李荣萍(1974一)，女(汉族)，云南陆 良人，硕士研究 

生 ，主治医师。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂：D—GalN购 自重庆医科大学化学 

教研室 (批号：940404)，实验前用生理盐水配成体积 

分数为 10 的溶液，用 1 mol／L NaOH调整pH至 

7．2～7．4；SIL(C 。H O。。·H O)为中国药品生物制 

品检定所提供，相对分子质量为 500．23；核转录因 

子一-cB(NF一~B)p65单克隆抗体(单抗)购自Santa 

公司，SP一9001试剂盒购 自北京中杉试剂公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1 实验动物模型制备：60只健康 SD大鼠购于 

第三军医大学实验动物中心，体重 200～300 g，雌 

雄各半，按随机数字表法分成对照组( ：12)、模型 

组( ：24)和 SIL干预组( 一24)。适应性喂养 1周， 

SIL干预组予 SIL 500 mg／kg连续灌 胃 7 d ，再 

与模型组同时给予 D—GalN 1 100 mg／kg腹腔注 
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射。 ，对照组给予等体积生理盐水腹腔注射。 

1．2．2 血清丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬氨 酸转氨 

酶(AST)的检测 ：分别于腹腔注射 D—GalN后4、8、 

12、16、2O和 24 h取对照组 2只、模型组 4只、SIL干 

预 组 4只大 鼠，以复合 氯醛 麻 醉，摘 除 眼球 取血 

2～3 ml，4 C离心取血清 ，日立一7110型全 自动生 

化分析仪(第三军医大学新桥医院检验科提供)检测 

血清 ALT和 AST水平 。 

1．2．3 肝组织的留取及病理学观察 ：断头处死大 

鼠，立即留取新鲜肝组织约 1 mm。，迅速放人体积分 

数为 2．5 的戊二醛固定液中，送电镜 中心检测，利 

用透射电镜观察肝细胞胀亡情况并计算胀亡指数 

(oncosis index，OI)。另外取部分肝组织，于体积分 

数 为 4％的多聚甲醛溶液中固定，常规石蜡包埋 、脱 

水，4 m切片。部分切片常规苏木素一伊红(HE)染 

色，光镜下观察肝细胞病理形态学改变 ；部分切片进 

行免疫组化检测。 

1．2．4 免疫组化染色：按 照免疫组化染色试剂盒 

SP一9001操作说明书进行，应用 NF—JcB p65单抗 

作为一抗，该抗体与 NF—KB的亚单位 p65区域结 

合，在正常情况下此区域被 NF—KB抑制蛋白(IJcB) 

所覆盖。当IKB释放后，抗 NF—KB p65单抗才能结 

合，因此该抗体能够在原位识别活化的 NF—xB。 

3，3L二氨基联苯胺 (DAB)显色，复染 ，封片。光镜下 

观察、照片、进行图像分析。用磷酸盐缓冲液(PBS) 

代替一抗作为空白对照。结果判定 ：阳性细胞为细胞 

核或细胞浆呈棕黄色染色。采用 Imageproplus图像 

分析系统分析阳性细胞在参照系中所 占相对面积百 

分比。 

1．2．5 细胞胀亡的检测：利用透射电镜技术观察胀 

亡细胞 ，随机计数 1 000个肝细胞 中的胀亡细胞数， 

即为 OI 。 

1．3 统计学方法：数据以均数±标准差( ±s)表 

示，应用SPSS 12．0统计分析软件，组间均数比较用 

方差分析(One—way ANoVA)，P<0．05为差异有 

统计学意义。 

2 结 果 

2．1 一般情况 比较 ：注射 D—GalN 2O h后模型组 

有 2只大鼠死亡，死亡率为8．3 ，对照组、SIL干预 

组未见大 鼠死亡。模型组大鼠较对照组大鼠毛发失 

去光泽，食欲不振、精神萎靡、嗜睡、易激惹，体重无 

明显改变 。 

2．2 血清 ALT、AST检测 (表 1)：注射 D—GalN 

4 h后，模型组大 鼠血清 ALT、AST较对 照组明显 

升高，两者差异有显著性(P均<0．05)，且 ALT、 

AST水平随时间逐渐上升，2O h达到高峰。SIL干预 

组较对照组同时间点均有不同程度增高，但较模型 

组明显降低(P均<0．05)。 

2．3 组织病理学特征 

2．3．1 肉眼观察：①对照组大鼠肝脏色泽红润，形 

态大小正常，未见淤血、坏死；②模型组大鼠肝脏不 

同时间点均有不同程度的淤血、坏死，其损伤程度随 

致伤时间延长而加重，以 20～24 h损伤最为严重， 

表现为肝脏弥漫性大片状淤血、坏死；③SIL干预组 

也存在不同程度损伤，但其损伤程度较同时间点模 

型组明显减轻。 

2．3．2 光镜病理结果：HE染色发现：①对照组肝 

组织结构清晰、小叶完整，细胞形态、结构正常，未见 

浆细胞及中性粒细胞浸润；②模型组大鼠肝组织结 

构紊乱，界板消失，细胞肿胀，胞浆呈空泡化、气球 

样变，泡沫破裂，胞浆外溢，有不同程度的坏死及炎 

性细胞浸润，随时间的延长病变不断加重，受累细胞 

增多 ，以 20～24 h病 变 最 为严 重 (彩 色 插 页 图 

1A，1B)；③SIL干预组大鼠肝组织病理变化与模型 

组相似，也随时间延长不断加重，但同时间点比较， 

损伤较模型组明显减轻(彩色插页图1C，1D)。 

2．3．3 电镜结果：①对照组肝细胞核膜结构清晰、 

完整 ，核内常染色质多，异染色质少，位于核周，其粗 

面内质网丰富，呈层状排列，许多核糖核蛋白体附着 

于膜上，线粒体数量较多，呈圆形或长圆形，结构完 

表 1 各组不同时间点血清ALT和AST活性比较(x-+-s) 

Table 1 Comparison of activities of ALT and AST in serum at different time points in each group(x~s) U／L 

注：与对照组比较： P<0．05；与模型组比较： P<o．05 
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整，嵴丰富，基质均匀，呈中等电子密度，细胞质内有 

大量 a糖原颗粒；②模型组致伤后 4 h肝细胞开始 

出现变化 ，随时间延长肝细胞病 变逐渐加重 ，OI值 

升高 ，主要变化为肝细胞肿胀 ，胞浆空泡化，线粒体、 

内质 网、核肿胀，基质电子密度增高，a糖原颗粒明 

显减少 ，后期线粒体嵴数量减少 ，部分细胞胞膜起 

泡，结构崩解 ，胞浆外溢 ，核融解性空斑，染色质边 

集 ，核膜完整性破坏，即细胞胀亡样改变 (彩色插页 

图 2A～2C)；③SIL干预组肝细胞病变程度与模型 

组相似，但同时间点比较损伤明显减轻，OI值降低 

(彩色插页图 2D)。 

2．4 肝组织 NF一．cB的表达(彩色插页图 3)：①正 

常肝细胞不表达 NF一．cB，或仅少量表达于细胞浆 

内；②致伤后 NF一．cB表达迅速增加，并于 4 h时达 

高峰，胞浆、胞核均有表达，后随时间延长表达逐渐 

下降，24 h时接近正常；@SIL干预肝细胞阳性表达 

程度较模型组明显下降(P<0．05)。各组不同时间 

点 NF一．cB阳性细胞在参照系中所 占相对面积百分 

比见表 2。 

2．5 细胞胀亡的检测 ：透射 电镜下发现模型组在致 

伤4 h后即出现细胞肿胀 (彩色插页图 2)，随时间延 

长 OI值不断升高；SIL干预组与模型组平行比较， 

OI值明显下降(P均<0．05)；模型组和SIL干预组 

各时间点 OI比较见表 3。 

3 讨 论 

细胞死亡是细胞分裂增殖的另一面，一些疾病 

(如肿瘤)需要用一定的方式促进细胞死亡，而另一 

些疾病 (如炎症、心力衰竭、动脉粥样硬化等)则需要 

阻止细胞死亡。在各种急、慢性肝病中，细胞死亡占 

有重要地位。目前研究认为 ，细胞胀亡是细胞死亡的 

主要方式之一。 

大 ，胞浆空泡化，胞浆内出现致密颗粒 ，内质网肿胀 ， 

线粒体早期可出现致密化，后期肿胀，絮状改变或 

出现高致密颗粒，嵴破坏；细胞肿胀波及胞核，核内 

染色质分散 ，凝集在核膜、核仁周 围，有时聚集成团 

块。胞膜起泡是胀亡早期事件 ，随之胞膜通透性增 

加 ，胞 膜崩 解 ，胞 内容物 外溢 ，引起 明显 炎症 反 

应 。胀亡的发生是一种胞膜性事件 ，膜通透性变化 

是决定胀亡的关键 ”。其主要原因是由于在自由基 

的作用下 ，细胞 内钙离子及 ATP缺乏 ，导致细胞膜 

的通透性增加 ，外水内流 ，使细胞肿胀 。同时 ，线粒体 

渗透性改变，细胞浆膜破坏，引起胞浆及 内容物肿 

胀，最终导致细胞胀亡的发生⋯ 。 

NF一．cB是 细胞 中的一个重要转 录因子，它是 

由多肽链 p65和 p50两个亚基形成的二聚体 ，包括 

p50同源二聚体，p65同源二聚体及 p50一p65异源 

二聚体，其中p50一p65异源二聚体发挥生理作用。 

在生理条件下 ，NF一．cB的p65亚基与 I．cB结合覆盖 

p50蛋白的核定位信号，使NF一．cB与I．cB形成复合 

体 留在 细胞 质 中，当 细胞 受 到外界 因素刺 激时 ， 

NF—KB与 I．cB分离 ，NF一．cB进入细胞核内，其亚基 

形成环状结构与 DNA接触 ，启动许多基因如肿瘤 

坏死因子一a(TNF—a)、白细胞介素(IL一1)等的转 

录。其调控的基因产物如TNF—a在肝脏主要由激 

活的枯否细胞产生，并作为一个关键因子参与各种 

肝脏疾病 的发生与发展n 。有资料显示 ，在实验性 

肝损伤时，TNF等细胞因子均可以刺激肝脏产生大 

量一氧化氮(NO)，而过量的NO是致肝损伤的重要 

介质“∞。 

SIL具有抗脂质过氧化反应、清除 自由基 、抑制 

5一脂氧合酶、维持细胞膜稳定性、促进肝细胞再 

生及降血脂作用，同时，有报道显示 SIL能维持小 

细胞胀亡主要形态学特点为细胞肿胀，体积增 鼠肝细胞微粒体及线粒体膜流动性“ ，临床主要用 

衰 2 各组NF—KB阳性细胞在参照系中所占相对面积百分比(；±s) 

Table 2 Percentage of area of NF—KB positive cells in each group(x~s) 

注：与对照组比较： P<0．05；与模型组比较： P<O．05 

裹 3 模型组和 SIL干预组各时 间点 oI比较( ±s) 

Table 3 Comparison of Ol between model group and SIL pretreated group at different time points(x~s) 

注：与SIL干预组比较： P<O．05 
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水飞蓟宾对急性肝损伤中肝细胞胀亡的影响及其机制 
(正文见202页 ) 

A：模型组给药后12 h(×100)-B：模型组给药后 4 h(×400) 
C：SIL干预组给药后12 h(X 400)；D：SIL干预组给药后24 h(X400) 

图1光镜下大鼠肝组织病理学改变(HE) 
Figu re 1 Pathological changes in liver tissue of rats under light microscope(HE) 

A：模型组肝细胞胀亡(×10 000)；B：模型组线粒体变化(×34 ooo)； 
c：模型组细胞核变化(X4 200)；D：SIL干预组(X4 200) 

图2电镜下大鼠肝细胞超微结构改变 
Figu re 2 Changes in ultrastructu re of hepatocyte of rats under electron—microscopy 

A：SIL干预组(X 1oo)；B：模型组(X400) 

图3给药后4 h NF—KB在肝组织中的表达(免疫组化) 

Figu re 3 Expression of NF-KB in liver tissue afte r 4 hou rs treatment(immunohistochemistry) 
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