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·论著·

红花注射液对内毒素性急性肝损伤大鼠肝细胞凋亡的影响

祝晨1，黄小民2

(1．浙江中医药大学，浙江杭州310006； 2．浙江省中医院急诊科，浙江杭州310006)

【摘要】 目的 观察红花注射液对内毒素性急性肝损伤大鼠肝细胞凋亡的影响。方法 以腹腔注射内毒

素脂多糖+n氨基半乳糖胺(LPS+D-GaIN)诱导建立大鼠急性肝损伤模型，以制模前0．5 h尾静脉注射红花

注射液进行干预，并设还原型谷胱甘肽(TAD)为阳性对照组；分别于6、24和48 h取腹腔静脉血和肝组织，用

全自动生化分析仪检测血清丙氨酸转氨酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)含量；用苏木紊一伊红(HE)染色观察

肝组织病理学变化，原位末端缺刻标记法(TUNEL)检测肝细胞凋亡情况。结果 模型组各时间点大鼠血清

ALT、AST水平和肝细胞凋亡指数均显著升高(P均<O．01)。红花干预组、TAD组各时间点大鼠肝组织病理

学损伤程度明显轻于模型组；血清ALT、AST水平及肝细胞凋亡指数不同程度明显下降(P<0．05或P<

0．01)，但红花干预组与TAD组间比较差异均无统计学意义。结论 红花注射液对内毒索性急性肝损伤有较

好的保护作用，其机制可能与抑制肝组织细胞凋亡有关。
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[Abstract] Objective To study the effect of safflower injection(SI，红花注射液)on hepatocyte

apoptosis in rats with acute hepatic injury(AHI)induced by endotoxin．Methods The rat model of AHl was

induced by intra—peritoneal injection of lipopolysaccharide(LPS)plus D-galactosamine(D—GalN)．Half an

hour before the injection of LPSplus D—GalN，S1 was injected into a tail vein as the treatment measure for one

group of rats。and another group being treated with reduced glutathione(TAD)was as the positive contr01．

The blood was collected from the abdominal vein and liver tissue samples were obtained at 6。24 and 48 hours

respectively．The contents of alanine aminotransferase(ALT)and aspartate aminotransferase(AST)were

examined by an entire automatic biochemistry instrument，the hepatic pathological changes were observed with

hematoxylin—eosin(HE) stain， and hepatocyte apoptosis was detected with in terminal deoxynudeotidyl

transferase—mediated dUTP nick end—labeling(TUNEL)assay．Results Compared with the control group，

serum levels of ALT and AST and the expression of apoptosis in rats of the model group were significantly

elevated at 6，24 and 48 hours time points(all P<0．01)．Compared with the model group，treatment with

either SI or TAD could obviously improve the pathological changes．reduce serum levels of ALT and AST and

the expression of hepatocyte apoptosis at 6，24 and 48 hours time points(P<O．05 or P<0．01)．There was

no statistical significance between groups SI and TAD．Conehlsion It is shown that SI has a promising

protective effect on rats with AHI caused by LPS plus D-GaIN，and its mechanism is probably related to the

inhibition of Iiver tissue cell apoptosis．

[Key words]safflower injection，endotoxin，hepatic cell apoptosis；protective effect

在内毒素引起的器官功能损伤和多器官功能障

碍综合征(MODS)过程中，肝脏既是清除内毒素的

主要器官，同时也是内毒素血症时受损最早、最明显
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的靶器官之一[1]。目前认为是机体过度炎症反应导

致肝细胞损伤的结果[2]。而肝细胞凋亡在这一过程

中起了重要的作用[3]。本实验中通过小剂量腹腔注

射脂多糖(LPS)+D一氨基半乳糖胺(D—GalN)造成

大鼠急性肝损伤模型，观察大鼠肝细胞凋亡的表达

变化，探讨红花注射液对急性肝损伤大鼠肝脏的保

护作用，报告如下。
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1材料与方法

1．1 动物分组及给药方法：健康雄性Wistar大鼠

80只，体重(200±20)g，由浙江中医药大学实验动

物中心提供。按随机数字表法分为4组：①模型组

(九一24)：LPS 50弘g／kg+D-GalN 300 mg／kg用

1 ml生理盐水溶解后腹腔注射。②红花干预组

(竹一24)：于制模前0．5 h经尾静脉注射红花注射液

2．5 ml／kg(每10 ml含生药5 g，雅安三九药业有限

公司生产，批号：071101)。③还原型谷胱甘肽

(TAD)组(咒一24)：于制模前0．5 h静脉注射TAD

108 mg／kg(意大利福斯卡玛生化制药公司生产，批

号：37016／37003)。④对照组(行一8)：于相应制模时

间点腹腔注射1 m1生理盐水。各组分别于制模后

6、24和48 h随机取8只动物，用戊巴比妥腹腔注射

麻醉，取腹腔静脉血，分离血清，一20℃保存待用。取

肝左叶小块组织，以中性甲醛水溶液固定，备检。

1．2检测指标及方法

1．2．1血清生化指标测定和肝组织病理学观察：使

用全自动生化分析仪测定各组血清丙氨酸转氨酶

(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)水平。肝左叶以中

性甲醛水溶液固定，石蜡包埋、切片，苏木素一伊红

(HE)染色，光镜下进行组织病理学观察。

1．2．2肝细胞凋亡检测：采用原位末端缺刻标记法

(TUNEL)检测细胞凋亡，操作按试剂盒说明进行。

计算5个高倍视野(×400)下的凋亡细胞数，凋亡指

数(AI)以凋亡细胞／100个细胞×100％表示。

1．3统计学方法：采用SPSS 13．0软件进行分析，

结果以均数±标准差(z士s)表示，采用单因素方差

分析和q检验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1肝组织病理学观察

2．1．1 肉眼观察：对照组肝脏形态正常，被膜光滑、

完整、色泽红润、质地柔软。模型组24 h和48 h肝

脏明显肿胀，略显苍白，表面见散在点、片状出血点，

质地偏韧；48 h肝脏表面颗粒粗大，片状出血减少，

更显苍白。其余各组各时间点接近对照组。

2．1．2光镜下观察：对照组肝结构完整、清晰，肝小

叶正常，无中性粒细胞浸润，无肝细胞变性、坏死。模

型组6 h可见炎细胞浸润和点、片状坏死；24 h可见

肝细胞肿胀、边界模糊，有大片状坏死和大量炎细胞

浸润；48 h肝小叶结构紊乱，肝细胞坏死更加明显，

弥漫性炎细胞浸润。红花干预组及TAD组肝细胞

坏死和炎细胞浸润减少，肝细胞水肿减轻，肝小叶结

构接近对照组肝组织。

2．2 血生化检测结果(表1)：模型组6 h血清

ALT、AST开始增高，24 h达峰值，48 h仍处于高

水平，各时间点测定值均显著高于对照组(P均<

0．01)；红花干预组及TAD组血清ALT、AST在

6 h处于较高水平，24 h、48 h逐渐下降，虽高于对照

组，但明显低于模型组(P<o．05或尸<O．01)，但两

组间比较差异无统计学意义(P均>o．05)。

表l各组大鼠血清ALT、AST及肝细胞

凋亡情况比较(；士s，一=8)

组别
ALT(U／L)

模型组 225．19士49．80b 2 338．47士739．67b 324．25±34．91b

红花干预组 138．53士59．49“ 115．88士30．81bd 35．32士6．76Aa

TAD组 108．63士16．746c 83．18士46．72”32．51土4．09ad

组别

模型组 340．37士34．76。3 279．05士997．62。659．57-1-82．34。

红花干预组240．78士25．38ba 236．71±48．30“126．94士24．66“

TAD组 250．80士i8．48M 237．16土67．57bd 124．81士22．31a8

注：对照组ALT为(27．03士I．60)U／L。AST为(97．34士

5．13)U／L，Al为(0．28士0．24)％I与对照组比较，‘P<

0．05，6P<0．01I与模型组比较，。P<O．05，8P<O．01

2．3肝细胞凋亡结果(表1；彩色插页图1)：肝凋亡

细胞分布在肝小叶内、汇管区和中央静脉周围，胞核

呈棕黄色，凋亡小体也呈阳性着色。对照组大鼠肝组

织内无或仅见1～2个凋亡细胞。模型组及治疗组大

鼠肝细胞AI均较对照组明显升高(P均<0．01)；

模型组6 h及24 h肝组织内可见较多的凋亡细胞，

48 h有所减少。红花干预组及TAD组各时间点肝

细胞AI均较模型组明显减少(P均<0．01)，尤以

24 h减少为明显，但两组间比较差异无统计学意义

(P均>0．05)。

3讨论

已有研究证实，各种诱因导致的肝损伤，其发病

机制均与肝细胞凋亡密切相关[4。6]。急性肝损伤不仅

存在肝细胞坏死，也存在肝细胞的凋亡[7吨]，且细胞

凋亡是急性肝损伤更为重要的肝细胞死亡形式[9]。

所以对细胞凋亡机制的研究能够较深刻地揭示内毒

素性急性肝损伤、肝衰竭的本质和规律。

本研究中采用LPS+D—GaiN诱导的急性肝损
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伤大鼠模型[10]，其机制为D—GaIN抑制肝细胞核转

录，导致肝细胞对炎症介质与细胞因子的敏感性增

加，而内毒素增加导致肝库普弗细胞活化，分泌大量

肝细胞炎症介质与细胞因子，导致肝细胞凋亡、坏

死[nq2]。研究显示，LPS在6 h内即造成了D—GalN

致敏大鼠发生急性肝损伤、肝衰竭，模型组大鼠血清

ALT、AST在6 h开始增高；24 h进人疾病进程的

高峰期，血生化指标ALT、AST达峰值，肝内炎细

胞浸润、出血和肝细胞的坏死显著增多；48 h损伤

仍处于较高水平。

TUNEL对细胞凋亡检测具有较好的敏感性和

特异性。本实验中采用TUNEL检测肝组织细胞凋

亡，发现模型组各时间点AI明显增高，进一步表明

细胞凋亡在急性肝损伤中起一定作用。动态观察发

现，凋亡在时间上是短暂的，继而发生肝细胞坏死，

这两个过程存在着密切的关系，提示肝细胞凋亡是

肝衰竭的一个早期过程。

红花是传统的中草药，祖国医学认为红花具有

活血通经、祛瘀止痛的作用。红花注射液由红花提取

精制而成，其主要含有查耳酮类、漆树黄酮、桑叶素、

槲皮素、杨梅素等成分。研究表明，红花具有抗氧化、

抗凝、防止血栓形成、抗炎症因子、抗氧自由基和扩

张血管作用[1引。但红花对内毒素性肝损伤的作用则

未见报道。本实验显示，在内毒素性急性肝损伤模型

建立过程中应用红花注射液及TAD进行干预，两

组大鼠的肝脏炎症程度均较模型组明显降低，血清

ALT、AST含量均明显下降，表明红花注射液对内

毒素性急性肝损伤大鼠具有较好的保护作用，且于

24 h和48 h作用显著，与保肝药TAD效果相当。同

时，红花干预组大鼠肝组织细胞凋亡较模型组明显

受抑，我们推测红花抗急性肝损伤的作用可能是通

过调节大鼠肝组织细胞凋亡水平的途径来实现的，

这可能与其抗氧化、清除氧自由基等作用有关，但具

体机制仍有待于进一步研究。

综上所述，在治疗内毒素性急性肝损伤方面，红

花注射液与TAD有相似的疗效，有望成为治疗急

性肝损伤药物中的有效选择之一。
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