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暴发性肝功能衰竭小鼠模型的建立及其治疗研究 
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【摘要】 目的：建立暴发性肝功能衰竭(FLF)小鼠模型并探讨复方甘草酸苷(SNMC)的保护作用及可能 

的作用机制 。方法：采用 D一氨基半乳糖(I)一Gain)和脂多糖(L1 S)一次性腹腔注射构建 FLF小鼠模型。利用光 

镜、电镜观察小鼠肝损伤情况；应用末端脱氧核苷酸转移酶介导的dUTP缺口末端标记法(TUNEL)检测肝细 

胞 原位凋亡情况；应用免疫组化法分别检测肝组织中细胞色素 c和天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶一3 

(caspase一3)的表达。结果：D—Gain加 I，Ps可成功构建 FI，F小鼠模型。光镜及电镜可见肝细胞大量凋亡，且 

凋亡情况随治疗时间的延长明显改善。TUNEL检测结果表明，随着SNMC治疗时间的延长，凋亡指数逐渐降 

低。细胞色素c和caspase一3在模型组细胞阳性表达明显增加，随SNMC治疗时间延长表达逐渐减少。结论； 

利用D—Galn和 LPS可以构建理想的 FLF叶、鼠模 型。SNMC能有效抑制小 鼠FI F模型中的肝细胞凋亡 

SNMC可能通过稳定线粒体膜抑制细胞色素 c释放及其随后 caspase一3活化，从而阻断肝细胞凋亡的进行。 

【关键词】 复方甘草酸苷 ；D一氨基半乳糖；脂多糖；肝功能衰竭，暴发性；动物模型 
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Establishment of reduplicated model of fulminant liver failure and research on its treatment GAO Feng ， 

(?HEN tha wei ，HAN Wei 。YANG Bao—shah。。MA Ying—ji ． J．Department Pathology，the First 

People Hospital，Shanghai 200080，China；三 the First ttospital of Harbin Medi~al University．Harbin 

1 50001，lteilor,}gjiang，China 

[Abstract] Objective：To reduplicate the models of fulminant liver failure(FLF)of mice and investigate 

the protective effect of stronger neo—minophagen C (SNMC)on FI F．Methods：D —galactosamine(D—Galn) 

and 1ipopo1ysaccharide(LPS)were injected into the abdominal cavity of mice once to establish experimental 

model of Fl，F． l'he damage of liver was detected by light microscope and electron microscope． I'he hepatocyte 

apoptosis in—situ was estimated by termina1 deoxynucleotidy1一transferase mediated dUTP biotin nick end 

1abeling ( I'UNEI )．Cytochrome C (CYC) and caspase一 3 in 1iver tissues were determined by immuno 

histochemistry．Results：【] Gain and LPS could be used to reduplicate the models of FLF．In tim model，a lot 

of hepatocyte apoptosis was estimated by light microscope and electron microscope，and improved with 

prolongation of the therapeutic time． I'UNEI assay revealed that the apoptosis index was gradually decreased 

after the prolongation of the therapeutic time of SNMC． The cellular positive expressions of CYC and 

caspase 3 were strong in the model group，and they were decreased with prolongations of SNMC therapeutic 

time in the treatment group．Conclusion：D—Gain and LPS can be used to establish a perfect model of FLF． 

SNMC can effect ively inhibit the hepatocyte apoptosis in the models of FI F．Its inhibitions of the release of 

CYC and the activation of caspase 3 are possibly by stabilizing the membrane of mitochondria inhibiting 

release of CYC and activation of caspase一3，thus the progress of hepatocyte apoptosis can be prevented． 

[Key words] stronger neo minophagen C；D galactosamine；liPopo1ysacharide；fulminant liver failure； 

animal roodel 

暴发性肝功能衰竭(FI F)是一种由各种因素导 

致的急性或亚急性大块肝细胞坏死，临床上以引起 

凝血酶原时问显著延长及肝性脑病为其特征。研究 

证实，肝细胞的异常凋亡在重型肝炎发病中起重要 

作用 。以甘草酸为主要成分 的复方甘草酸苷 

(SNMC)具有抗炎及免疫调节等作用。临床经验证 
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实，SNMC具有明确的肝细胞保护作用，但其保护 

机制尚未十分明确。目前对重症肝炎发病机制的研 

究多集中于 Fas／FasI 以及肿瘤坏死因子(TNF)等 

所介导的肝细胞凋亡，而对线粒体中细胞色素 C在 

肝细胞异常凋亡中所起的作用方面却少有报道。本 

实验中通过建立小鼠FI F模型，探讨线粒体及细胞 

色素 C在重型肝炎发病机制中的作用及 SNMC抑 

制肝细胞凋亡的可能机制。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


·362· 中国中西医结合急救杂志 2006年 l1月第 13卷第 6期 Chin J TCM M Crit Care
～

,N
—

ovem
—

ber 20 ， ． _3．No
一

．

一

6 

1 材料与方法 

1．1 实验动物：1O～12周龄昆明种小鼠7O只，雌 

雄各半，体重 2O～22 g，由哈尔滨医科大学第一临床 

医学院动物实验中心提供。 

1．2 实验材料：D一氨基半乳糖(D—Gain)、细菌脂 

多糖(LPS)均购自Sigma公司；SNMC由日本美能 

发源制药公司提供；兔抗小鼠天冬氨酸特异性半胱 

氨酸蛋白酶～3(caspase一3)单克隆抗体(单抗)购白 

Sigma公司；抗细胞色素C抗体、免疫组化染色试剂 

盒和末端脱氧核苷酸转移酶介导的 dUTP缺 口末 

端标记法(TUNEL)试剂盒均购白北京中山生物技 

术有限公司。 

1．3 实验动物分组及处理：采用随机数字表法将小 

鼠分为正常对照组(7只)、模型组(15只)和SNMC 

保护组(48只)3组。正常对照组腹腔注射生理盐水 

0．2 ml；模型组 采用一次性腹 腔 注射 D—Galn 

1 000 mg／kg+LPS 100 t~g／kg制备小 鼠FLF模 

型，其肝组织病理学变化相当于重型肝炎肝组织的 

病理特征；SNMc保护组同时经腹腔注射SNMC 

1 ml／kg，每日2次。正常对照组小鼠注射后 6、9和 

12 h，1、3、5和7 d分别断颈处死；模型组小鼠于用药 

后 6、9和 12 h分别断颈处死，每个时间点 5只； 

SNMC保护组小 鼠于用药后 9 h、12 h及 1、3、5和 

7 d分别断颈处死，每个时间点 8只。打开腹腔，摘取 

肝左叶，切取肝组织 3块，1块用体积分数为2．5 

的戊二醛固定，用于电镜分析；剩余 2块用体积分数 

为 4 的多聚甲醛固定，石蜡包埋、切片备检。 

1．4 TUNEL原位肝细胞凋亡检测：石蜡切片，常 

规脱蜡、水化，用细胞凋亡检测试剂盒检测肝细胞凋 

亡情况，最后常规 3，3 二氨基联苯胺(DAB)显色， 

苏木素复染，中性树胶封固。计算凋亡指数并判定肝 

细胞凋亡程度，每组各时间点观察 2张切片，每张切 

片分析 5个视野，每个视野计数 100个细胞，计数凋 

亡细胞百分比的均数为凋亡指数∞ 。细胞核无棕褐 

色染色为阴性；细胞核呈棕褐色染色为阳性。 

1．5 细胞色素C及 caspase～3检测：石蜡切片，常 

规脱蜡、水化，用免疫组化试剂盒检测细胞色素 C 

及 caspase～3。Caspase一3抗体稀释 1：100，抗细 

胞色素C抗体稀释 1：100。最后常规DAB显色，苏 

木素复染，中性树胶封固。细胞胞浆呈棕黄色染色为 

阳性 。 

1．6 统计学处理：数据以均数土标准差( 土5)表 

示，组间比较采用方差分析，P<O．05为差异有统计 

学意义。 

2 结 果 

2．1 光镜观察：正常对照组肝组织切片苏木素一伊 

红(HE)染色显示，肝小叶结构清晰，肝细胞索呈放 

射状排列，肝血窦清晰。模型组6 h显示肝细胞水肿 

明显，可见少量凋亡小体及点灶坏死；9 h肝细胞凋 

亡及坏死更为显著；12 h肝组织坏死范围明显增 

大，肝小叶结构破坏超过整个切片的2／3，肝细胞索 

崩解，大量肝细胞凋亡(彩色插页图1)。SNMC保护 

组 9 h肝细胞水肿伴脂肪变性；12 h可见周围肝细 

胞索紊乱，细胞核染色质边集，出现灶状坏死，肝窦 

内可见多个凋亡小体，细胞胞浆呈深红色，细胞核浓 

缩、崩解，少量肝小叶结构破坏，损伤程度较模型组 

明显减轻，以后肝组织逐渐修复；3 d肝小叶结构基本 

恢复正常，肝细胞轻度水肿，肝窦内皮细胞增生，可见 

少量散在肝细胞凋亡和点灶坏死(彩色插页图2)。 

2．2 电镜观察：正常对照组可见肝细胞板排列整 

齐，肝细胞核仁明显，细胞内膜结构丰富。模型组6 h 

可见肝细胞核缩小，染色质边集核膜下可见新月体 

形成，线粒体肿胀，质膜和细胞内膜结构明显紊乱 

(彩色插页图 3)。SNMC保护组 9 h细胞核浓缩的 

染色质紧靠核膜下，粗面内质网扩张脱颗粒；1 d肝 

细胞膜结构基本接近正常，细胞核膜下有轻度的染 

色质边集，线粒体嵴清晰可见(彩色插页图4)；7 d 

后基本同正常对照组。 

2．3 肝细胞凋亡检测(表 1)：凋亡的肝细胞细胞核 

或细胞胞浆呈棕褐色着染，凋亡小体也呈阳性着色。 

正常对照组未见凋亡细胞；模型组肝组织可见较多 

凋亡细胞，多分布于坏死区及汇管区周围；SNMC 

保护组随着治疗时间的延长，凋亡细胞逐渐减少，且 

染色逐渐减弱。 

表 1 各组各时间点肝细胞凋亡检测及凋亡指数比较( 士 ) 

Table 1 Comparison of apoptosis index and apoptosls 

detection of hepatocyte in each group at 

different time points(x-t-s) 

注：与模型组 9 h比较： P<0．01；与模型组 12 h比较： P<o．O1 
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2．4 肝组织细胞色素 C及 caspase一3检测：正常 

对照组有少量细胞色素 C及 caspase一3表达，且散 

在分布。模型组 9 h大部分肝细胞胞浆中呈强阳性 

表达，多分布在坏死区及汇管区(彩色插页图 5)。 

SNMC保护组 9 h随治疗时间的延长，细胞色素 C 

及caspase一3的表达均逐渐减弱和减少(彩色插页 

图 6)。 

3 讨 论 

本实验中用 I PS加 D—Gain成功复制类似人 

类 FI F小鼠模型，为 FI F的研究及治疗提供了理 

想 的实验材料。 

重型肝炎发病的根本原因是肝细胞大量死亡致 

肝功能衰竭，肝细胞死亡在病理学上可分为坏死和 

凋亡两种形式 ；TNF—d、白细胞介素一2(IL一2)及 

IL一8等在重型肝炎患者肝细胞损伤、坏死中起重 

要作用 ：而线粒体和细胞色素 C在细胞凋亡机 

制中的作用越来越引起人们的重视明 ，线粒体跨膜 

电位与线粒体通透性改变在细胞凋亡过程中起重要 

作用 。线粒体内包含一些与细胞凋亡有密切关系 

的物质，如细胞色素 c、凋亡诱导因子(AIF)和活性 

氧自由基(ROS)等，在凋亡信号刺激下，线粒体膜通 

透性增加，由此产生一系列关键性变化，包括细胞色 

素C释放，线粒体跨膜电位下降，细胞内氧化还原 

状态改变，Bcl基因家族成员介入等 ，其中细胞色 

素C释放被认为是凋亡过程中的关键事件“ 。细胞 

色素 C自线粒体释放后与 Apaf一1及caspase一9 

共同组成了凋亡体，又称“诱导死亡信号复合体” 

(DISC)，当Apaf一1与细胞色素 C、dATP、ATP结 

合后便可经募集区活化caspase一9，再作用于其下 

游的靶caspase一3酶原，活化的caspase一3作为效 

应因子作用于不同的靶细胞，经蛋白水解作用导致 

细胞凋亡 ” 。 

SNMC是甘草的皂甙成分，由甘草次酸和 2个 

分子的葡萄糖醛酸组成，1958年曾被 日本学者用于 

慢性肝炎患者的治疗，此后一直作为护肝药物应用 

于临床。SNMC具有保护肝细胞膜、抗炎、免疫调 

节、类激素样作用等药理作用，最近 日本学者发现， 

SNMC还具有抗细胞凋亡作用“ ，但其确切机制尚 

未完全阐明。本实验通过建立小鼠FLF模型，并应 

用 SNMC进行体内肝细胞保护。TUNEL检测证 

实，SNMC保护组随着治疗时间的延长，凋亡指数 

明显下降；电镜下观察模型组肝细胞呈现核缩小、染 

色质边集等典型凋亡的形态学变化，而治疗组随治 

疗时间的延长而明显改善 。说明SNMC能有效抑制 

肝细胞凋亡 。 

细胞色素 C具有双重功能，除参与电子传递 

外，在细胞凋亡启动中还作为一个凋亡启始因子，起 

重要作用。细胞色素C移位到胞浆可引起caspase级 

联反应 ，并最终活化 caspase一3，导致肝细胞凋亡 。 

小鼠肝组织的免疫组化染色可见模型组细胞色素 C 

及 caspase 3均大量表达，而SNMC保护组随着时 

间的推移 ，细胞色 素 C及 caspase一3表 达逐渐 减 

少，说明 caspase一3的表达与细胞色素 C密切相 

关，可能受释放至胞浆中的细胞色素 C调控。同时， 

推N~]SNMC可能通过稳定线粒体膜抑制细胞色素 C 

释放及其随后 caspase一3的活化，从而阻断肝细胞 

凋亡的进行。但其如何稳定线粒体膜、阻止细胞色素 

C释放，还有待于进一步研究。 

综上所述，我们认为 SNMC能有效抑制小鼠 

FLF模型中的肝细胞凋亡，而且通过本实验可以推 

断重型肝炎的发病机制可能与线粒体途径的肝细胞 

异常凋亡有关。 
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