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金丝桃苷对 ＣＣｌ４诱导大鼠急性肝损伤抗氧化应激研究
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　　［摘　要］　目的　研究金丝桃苷（Ｈｙｐ）对四氯化碳（ＣＣｌ４）诱导大鼠急性肝损伤的治疗作用。方法　采用大鼠ＣＣｌ４急性肝损
伤模型，观察Ｈｙｐ对急性肝损伤大鼠肝脏组织病理学改变的影响；检测肝组织匀浆中超氧化物歧化酶（ＴＳＯＤ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）的
活性及丙二醛（ＭＤＡ）含量变化。结果　ＣＣｌ４模型组大鼠肝组织ＨＥ染色病理检测结果见明显炎症变性坏死及纤维组织增生现象；
Ｈｙｐ高剂量６０ｍｇ／ｋｇ、中剂量３０ｍｇ／ｋｇ治疗组的肝组织病理改变明显改善；Ｈｙｐ治疗组肝组织中ＴＳＯＤ、ＧＳＨ活性明显升高，ＭＤＡ
含量明显降低，并存在量效关系。结论　Ｈｙｐ对ＣＣｌ４引起的大鼠急性肝损伤有较好的治疗作用，其机制可能与其抗氧化活性有关。
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　　金丝桃苷（ｈｙｐｅｒｉｎ，Ｈｙｐ）为黄蜀葵花［Ａｂｅｌｍｏｓ
ｃｈｕｓｍａｎｉｈｏｔ（Ｌ．）Ｍｅｄｉｃ］中提取的有效成分，属黄酮
醇苷类化合物，结构为槲皮素３半乳糖苷［１２］。本课

题组前期研究发现，采用 Ｌ０２细胞进行体外研究，以
Ｈ２Ｏ２为造模剂构建细胞氧化损伤模型，结果显示Ｈｙｐ
可通过ＭＡＰＫ途径激活 Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通路，诱
导ＨＯ１基因表达，是 Ｈｙｐ发挥细胞保护效应的重要
机制［３４］。有研究报道 Ｈｙｐ具有抗 Ｈ２Ｏ２损伤心肌细
胞的药理学活性，能提高心肌细胞膜的 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ
酶和 Ｃａ２＋Ｍｇ２＋ＡＴＰ酶活性，减轻细胞内钙超载，并
调节不同亚型 ＮＯＳ活性，从而达到保护心肌细胞损
伤［５６］。但Ｈｙｐ对ＣＣｌ４引起的化学性急性肝损伤的治
疗作用目前鲜见报道。本研究采用ＣＣｌ４制备大鼠急

性肝损伤模型，以联苯双酯滴丸作为阳性对照药，考察

不同剂量Ｈｙｐ对ＣＣｌ４引起大鼠急性肝损伤的治疗作
用，探讨其可能的抗氧化机制，为植物黄酮类抗氧化性

肝损伤药物的开发提供有效数据，为急性肝损伤的治

疗决策提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　仪器和药品试剂
　　Ａｌｌｅｇｒａ６４Ｒ型高速离心机（美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；
ＣＸ２１型光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＳｐｅｃｔｒｕｍ
全波长酶标仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；Ｓｃｉｅｎｔｚ４８型高通量
组织研磨器（宁波新芝生物科技股份有限公司）。Ｈｙｐ（纯度为
９８．６％，分子式为Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１２，相对分子质量为４６３．３，上海阿拉
丁试剂有限公司，批号：Ｅ１３０９０５０）；联苯双酯滴丸（每丸 １．５
ｍｇ，浙江医药股份有限公司新昌制药厂，批号：１２０３０３）；ＣＣｌ４
（分析纯，成都市科龙化工试剂厂，批号：２００９０１１５）；ＢＣＡ法蛋
白质浓度测定试剂盒（上海生工生物工程股份有限公司，批号：

ＳＫ３０２１）；总超氧化物歧化酶（ＴＳＯＤ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）、丙二
醛（ＭＤＡ）检测试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。

１．２　实验动物模型和分组
　　健康ＳＤ大鼠雌雄各半共３０只，６～８周龄，体质量（２００±
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２０）ｇ，购于第三军医大学实验动物中心，实验动物许可证号：
ＳＹＸＫ（渝）２００７０００２。实验大鼠，适应环境１ｄ后，采用植物油
１∶１稀释的ＣＣｌ４溶液，按３ｍＬ／ｋｇ一次性腹腔注射致大鼠急性
肝损伤。采用随机方法将大鼠分成空白对照组（植物油）和实

验组。实验组又分为急性肝损伤模型组（模型组）、Ｈｙｐ高、中、
低剂量治疗组（分别为６０ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇ、１５ｍｇ／ｋｇ）。空白
对照组腹腔只注射植物油溶液，每组各５只。联苯双酯阳性对
照药物组和３个Ｈｙｐ剂量治疗组按每１００ｇ体质量０．８ｍＬ灌
胃给药，正常对照组和模型组用等体积生理盐水灌胃。每天１
次，连续３ｄ，于末次给药后禁食不禁水２４ｈ后断颈处死大鼠，
收集肝脏组织进行生化指标检测和组织学检查。

１．３　观察指标
１．３．１　肝脏标本大体观察　　大鼠处死后肉眼观察肝脏的外
形、大小、色泽、质地、切面情况。

１．３．２　组织病理学观察　　大鼠戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，
从不同肝大叶处剪下１ｃｍ×１ｃｍ×０．５ｃｍ的肝组织，用１０％
的甲醛固定。将固定好的肝组织做组织切片，ＨＥ染色，光镜观
察肝脏组织病理学变化。

１．３．３　肝组织氧化和抗氧化指标检测　　剪取一块肝组织于
预冷生理盐水中漂洗，除去血液，滤纸吸干，分别称取０．１３ｇ放
入匀浆管，加入９倍预冷生理盐水，采用５０Ｈｚ，２５ｓ研磨后，
３５００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心１０ｍｉｎ，取上清制备１０％组织匀浆，测定
肝匀浆中ＧＳＨ、ＴＳＯＤ和ＭＤＡ活力和含量，具体操作按试剂盒
要求。

１．４　统计学处理
　　各实验组数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ
２１．０软件进行数据分析。分析方法采用单因素方差分析，方差
齐性事后检验采用Ｔｕｋｅｙ方法进行两两比较，方差不齐事后检
验采用ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ法。Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　肝脏标本大体观察
　　空白对照组大鼠肝脏被膜表面光滑质软，肝组织红润呈红
褐色，质地中等，肝体积正常。模型组大鼠肝脏体积增大明显、

肝脏呈奶黄色、包膜紧张、切面油腻感，肝表面有较多灰白色小

结节，色暗红，呈典型脂肪肝外观，被膜与邻近器官有轻度粘

连。阳性对照组和Ｈｙｐ治疗组大鼠肝脏质地较空白对照组硬，
色泽暗淡，肝脏体积稍大、偏黄色，部分肝脏切面有油腻感，肝

表面有少量散在灰白色小结节，质地接近正常肝组织（图１）。

２．２　Ｈｙｐ对ＣＣｌ４肝损伤大鼠肝组织病理变化的影响
　　实验大鼠的肝组织病理切片光镜观察结果显示，空白对照
组的肝组织形态、结构正常，肝小叶结构完整，肝细胞排列整

齐，形态大小一致，肝索呈明显的放射状，汇管区无肿胀脂变坏

死和血管周围无炎细胞浸润等病变（图２ａ）。ＣＣｌ４模型组的肝
组织结构混乱，肝小叶不完整，有散在的点灶状坏死，肝细胞浊

肿，排列紊乱，中央静脉周围肝细胞脂肪变，可见少数嗜酸小体

形成及小灶性肝细胞坏死，汇管区有明显炎细胞浸润（图２ｂ）。
联苯双酯阳性对照组肝小叶较完整，汇管区比较清晰，血管周

围偶见少量炎细胞浸润，肝细胞变性、坏死与 ＣＣｌ４模型组相比
有明显减轻（图２ｃ）。１５ｍｇ／ｋｇ的 Ｈｙｐ治疗组肝小叶不完整，
可见中等程度的细胞水肿和脂变，偶见炎细胞浸润，但程度比

ＣＣｌ４模型组较轻（图２ｄ）。３０ｍｇ／ｋｇ的Ｈｙｐ治疗组肝小叶较完
整，肝细胞浊肿变性轻于模型组，汇管区可见少量炎细胞浸润

（图２ｅ）。６０ｍｇ／ｋｇ的Ｈｙｐ治疗组肝小叶完整，未见肝细胞坏
死，极少量炎细胞浸润（图２ｆ）。上述结果表明 Ｈｙｐ对 ＣＣｌ４所
引起的急性肝脏病理学变化具有明显的改善作用。

２．３　Ｈｙｐ对肝组织氧化和抗氧化指标的影响
　　肝组织氧化和抗氧化指标实验结果表明（图３），空白对照
组大鼠肝匀浆组织中ＧＳＨ、ＴＳＯＤ和ＭＤＡ水平与模型组相比，
具有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。ＧＳＨ检测结果显示，Ｈｙｐ１５
ｍｇ／ｋｇ组明显低于于空白对照组（Ｐ＜０．０５），Ｈｙｐ３０ｍｇ／ｋｇ和
６０ｍｇ／ｋｇ组及联苯双酯组与空白对照组比较无统计学差异
（Ｐ＞０．０５），联苯双酯组和Ｈｙｐ３０ｍｇ／ｋｇ和６０ｍｇ／ｋｇ组明显高
于模型组（Ｐ＜０．０５）。ＴＳＯＤ检测结果显示，Ｈｙｐ６０ｍｇ／ｋｇ组
明显高于模型组（Ｐ＜０．０５）。ＭＤＡ检测结果显示，联苯双
酯组和Ｈｙｐ６０ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇ、１５ｍｇ／ｋｇ组明显低于模型组
（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　金丝桃苷具有镇痛、免疫调节、心肌保护和胃黏膜
保护等广泛的药理学活性，但其对急性肝损伤的治疗

作用鲜见报道。我们前期的体外研究显示 Ｈｙｐ可通
过 ＭＡＰＫ途径激活 Ｋｅａｐ１Ｎｒｆ２ＡＲＥ信号通路，诱导
ＨＯ１基因表达而发挥细胞保护效应。在此基础上，本
实验进一步采用 ＣＣｌ４致大鼠急性肝损伤模型，证实
Ｈｙｐ对化学性急性肝损伤的治疗作用及抗氧化机制。
ＣＣｌ４是经典而且常用的化学性肝损伤诱导剂，腹腔注
射和皮下注射均能引起肝脏损伤，建立的损伤模型重

现性好，不仅可造成肝细胞变性和坏死，还可引起肝功

能异常［７８］。在大鼠 ＣＣｌ４急性肝损伤模型中，脂质过
氧化是其主要的肝损伤形成机制［９］。ＣＣｌ４进入肝细
胞后，被肝微粒体酶和细胞色素Ｐ４５０激活生成三氯甲
基自由基（ＣＣｌ３·）和氯自由基（Ｃｌ·），然后通过氢吸附
攻击肝脏内质网膜与细胞膜磷脂质上的不饱和脂肪

ａ：空白对照组；ｂ：模型组；ｃ：实验组
图１　肝脏标本大体观察

·９８５·
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ａ：空白对照组；ｂ：模型组；ｃ：联苯双酯阳性对照组；ｄ：１５ｍｇ／ｋｇＨｙｐ治疗组；ｅ：３０ｍｇ／ｋｇＨｙｐ治疗组；ｆ：６０ｍｇ／ｋｇＨｙｐ治疗组
图２　Ｈｙｐ对ＣＣｌ４诱导的急性肝损伤病理学变化的影响（ＨＥ×１００）
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：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５

图３　大鼠肝组织中ＧＳＨ、ＴＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量比较

酸，在氧气存在下诱发脂质过氧化反应，产生的过氧化

物裂解后会产生醛、酮等物质或直接与糖类、蛋白质、

醣蛋白产生不可逆的共价结合，引起膜结构和功能完

整性的破坏，使肝细胞损伤。

　　三氯甲基（ＣＣｌ３·）自由基能与膜脂质和蛋白质大
分子结合，造成膜结构和功能的破坏［１０］。ＭＤＡ是脂
质过氧化的终产物，它不仅能反映机体内氧化反应水

平，也能作为损害因子对机体进行攻击［１１］。ＧＳＨ是以
半胱氨酸、谷氨酸与甘氨酸为原料的多肽物质，是

ＧＳＨＰＸ的底物，具有多种生理功能，解毒功能是其功
能之一，对脂自由基及脂质过氧化自由基等基团具有

较强的清除作用［１２１３］。肝组织氧化和抗氧化指标检测

结果表明，空白对照组大鼠肝匀浆组织中 ＧＳＨ、ＴＳＯＤ
和ＭＤＡ水平与模型组相比具有统计学差异，证实实验
动物模型构建成功。采用药物处理的 ＧＳＨ检测结果
说明，Ｈｙｐ３０ｍｇ／ｋｇ和６０ｍｇ／ｋｇ治疗组及联苯双酯组
与空白对照组相比无统计学差异，Ｈｙｐ中、高剂量组对
ＣＣｌ４引起的大鼠急性肝损伤具有较好治疗效果。对
ＴＳＯＤ的检测结果显示 Ｈｙｐ６０ｍｇ／ｋｇ治疗组明显高
于模型组，ＭＤＡ检测显示联苯双酯组和 Ｈｙｐ低、中、高
剂量组明显低于模型组，说明 Ｈｙｐ具有提高 ＴＳＯＤ活
性和明显抑制ＭＤＡ水平的增多的药理学活性，对肝损
伤出现的ＭＤＡ含量的增多具有明显的抑制作用，进一
步说明Ｈｙｐ对ＣＣｌ４引起的大鼠急性肝损伤有保护作
用，也提示了其作用与抗自由基脂质过氧化密切相关。

　　综上所述，Ｈｙｐ对 ＣＣｌ４引起的大鼠急性肝损伤治
疗作用研究结果表明，Ｈｙｐ能显著抑制自由基脂质过
氧化、增强机体抗氧化能力，加速机体对脂自由基及脂

质过氧化自由基等清除的作用，其深入机制有待进一

（下转第５９３页）

·０９５·
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亡及抑制肿瘤细胞生长，从而用于抗肿瘤治疗［１１１２］，

ｈＴＮＦα具有广泛的生物学作用，包括细胞的增殖、分
化、凋亡以及介导免疫反应，在肿瘤的发生与发展过程

中起重要作用。许多具有抗瘤活性的生物制剂与

ＴＮＦα合用也产生协同作用，如白细胞介素Ⅱ与
ＴＮＦα合用，对杀伤肿瘤细胞起相辅相成的作用。鉴
于肿瘤坏死因子在体内外对多种肿瘤有明显的抑制和

杀伤作用，国内外学者通过大量的实验和临床研究证

明，应用ｈＴＮＦα治疗肿瘤是对临床手术和化疗等常
规治疗手段的有效补充［１３］。综上所述ｈＴＮＦα细胞能
抑制结肠癌细胞的增殖，为结肠癌基因治疗和化学药

物联合治疗提供了理论基础，从而对结肠癌在临床上

生物治疗具有潜在的应用价值。
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步研究。本研究结果能为植物黄酮类抗氧化性肝损伤

药物的开发提供有效数据和理论依据。
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