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　　摘　要：目的　研究沙利度胺对免疫性肝损伤小鼠的影响。方法　采用卡介苗联合脂多糖诱导法建立免疫性肝损伤的小鼠

模型后，随机分为５组 ：正常对照组、模型组、阳性药物组（接种后第１、３、５天ｉｐ环磷酰胺１００ｍｇ／ｋｇ）、沙利度胺（低、中、高剂量）

组，连续给药１５ｄ，进行肝、脾脏器指数的测定；分光光度法测定血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）浓度

以及肝匀浆丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）的含量；苏木精伊红（ＨＥ）染色法作肝组织

病理学检查、肝损伤病理分级和评分；采用ＥＬＩＳＡ法测定肝匀浆转化生长因子（ＴＧＦβ１）、ＩＬ６的表达；ＲＴＰＣＲ法检测肝脏组织

中肿瘤坏死因子αｍＲＮＡ表达。结果　沙利度胺各剂量组都能降低免疫性肝损伤小鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＭＤＡ的含量，升高ＳＯＤ、

ＧＳＨＰｘ活性，显著降低免疫性肝损伤小鼠肝脏、脾脏指数（犘＜０．０５或犘＜０．０１）；降低免疫性肝损伤小鼠ＴＧＦβ１、ＩＬ６的表达；

抑制ＴＮＦαｍＲＮＡ表达量，减轻肝组织病理损伤程度。结论　沙利度胺能缓解免疫性肝损伤小鼠肝纤维化的程度，对小鼠免疫

性肝损伤起保护作用，其机制可能与抑制ＴＧＦβ１、ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达及平衡细胞因子有关。
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　　沙利度胺（ｔｈａｌｉｄｏｍｉｄｅ）是一种合成性的谷氨酸衍生物，化

学名称是Ｎ（２，６二氧代３哌啶基）邻苯二甲酰亚胺。最初

是作为镇静止吐药用于临床治疗，后因发现有严重致畸风险被

禁用。近年实验研究表明，沙利度胺有强大抗感染、抗血管生

成和免疫调节作用，并可抑制肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α的产生，

再次被引起关注［１２］。炎症的发生与外周淋巴细胞向局部微环

境迁移和募集密切相关，卡介苗（ＢＣＧ）和脂多糖（ＬＰＳ）能导

致小鼠急性肝损伤，出现大量的淋巴细胞浸润，形成以弥散性肝

细胞炎症和坏死及肉芽肿为特征的肝损伤，作者以此构建模型

进行实验研究［３］，观察沙利度胺对免疫性肝损伤的保护作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物和试剂　昆明小鼠，６～８周龄，雄性，购自河南

省实验动物中心。沙利度胺购自常州制药厂。ＥＬＩＳＡ 试剂

盒、ＴＮＦα、ＩＬ６试剂盒购自北京中杉公司。丙氨酸氨基转移

酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）试剂

盒购自南京建成生物公司、兔抗鼠转化生长因子（ＴＧＦ）β１、

ＮＦｋＢ单克隆抗体、ＤＡＢ显色试剂购自武汉博士德生物有限

公司；流式细胞仪为美国ＢＤ公司产品、荧光染料ＣＦＳＥ购自

Ａｌｅｘｉｓ公司。

１．２　免疫性肝损伤小鼠模型的构建
［２］
　 经小鼠尾静脉注射

已配制的ＢＣＧ悬液０．３ｍＬ／只（约５×１０６ 个活菌／只），连续

注射１４ｄ后，尾静脉注射ＬＰＳ８．０ｇ／只进行刺激，诱导肝损

伤，２４ｈ后，随机选出６只处死，采集血样，测定小鼠血清
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ＡＬＴ，并解剖取出肝脏，进行病理学检查。

１．３　实验分组和处理　ＢＣＧ＋ＬＰＳ造模成功后的免疫性肝损

伤小鼠随机分为５组，每组１５只。模型对照组：ＮＳ０．２ｍＬ／

只灌胃给药；沙利度胺组：分为低、中、高剂量（５０ｍｇ·ｋｇ
－１·

ｄ－１、１００ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１、１５０ｍｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１）０．２ｍＬ灌胃

给药，持续给药１５ｄ；阳性对照组：接种后第１、３、５天ｉｐ（腹腔

给药）环磷酰胺１００ｍｇ／ｋｇ；另设正常对照组：健康小鼠５只，

ＮＳ０．２ｍＬ／只灌胃给药。持续给药１５ｄ后，随机从各组选出

５只自后眼眶静脉采血，颈椎脱臼处死小鼠后称取脾脏、肝脏

质量计算脏器指数。脏器指数＝脏器质量（ｍｇ）／体质量（ｇ）。

１．４　指标检测　ＡＬＴ、ＡＳＴ含量测定：严格参照试剂盒说明

书制备血清标本，检测 ＡＬＴ、ＡＳＴ含量。ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨ

Ｐｘ、ＴＮＦβ１、ＩＬ６含量测定：取肝左叶相同部位少许组织，冰生

理盐水冲洗干净后，常规制备成１０％肝组织匀浆，采用考马斯

亮蓝蛋白定量法，参照试剂盒说明书测定ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＧＳＨＰｘ

含量。用ＥＬＩＳＡ法测定肝匀浆中ＴＮＦβ１、ＩＬ６含量。

１．５　肝组织病理学检查　采用苏木精伊红（ＨＥ）染色，取肝

右叶相同部位少许组织，经过１０％甲醛溶液固定制成病理切

片，观察组织病理学变化。

１．６　ＲＴＰＣＲ测定肝组织ＴＮＦαｍＲＮＡ表达　取１５０ｍｇ小

鼠肝组织，按Ｔｒｉｚｏｌ操作说明，提取各组总ＲＮＡ。反转录反应

合成ｃＤＮＡ第一链后以βａｃｔｉｎ为内参照进行ＰＣＲ反应，总反

应体系２５μＬ，４５℃水浴１ｈ。取上述逆转录产物１．５μＬ作为

反应模板，反应体系为３０μＬ。ＴＮＦαｐｒｉｍｅｒＦ：５′ＣＴＡＣＧＡ

ＧＴＡＣＧＡ ＴＧＴＣＴＧ ＧＧＡ ＡＧＣ３′；Ｒ：５′ＣＴＧ ＡＧＣＧＣＴ

ＣＣＡＣＣＡＴＣＧＣ３′。所有操作严格按照ＲＴＰＣＲ试剂盒说

明书进行，ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，退火

５６℃４５ｓ，７６℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；７６℃延伸７ｍｉｎ。取

１５μＬ产物１％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪分析条带峰面积

反映ＴＮＦα表达的差异。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析，结果用狓±

狊表示，实验组与对照组比较采用狋检验，各实验组之间的比较

采用单因素方差（ＡＮＯＶＡ）分析，显著水准为ａ＝０．０５。

２　结　　果

２．１　沙利度胺对小鼠脏器指数的影响　见表１。与正常组相

比，模型组小鼠肝、脾系数明显高于正常组（犘＜０．０１）；沙利度

胺高、中剂量组、环磷酰胺组均可抑制肝脾增大，与模型组相

比，差异有统计学意义（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。

表１　　沙利度胺对小鼠脏器指数的影响（狀＝１０，狓±狊）

组别 肝指数（ｍｇ／ｇ） 脾指数（ｍｇ／ｇ）

正常对照组 ４０．３５±０．１９ ４．２８±０．２４

模型对照组 ７０．２１±０．０９＃ ９．１７±０．２５＃

沙利度胺组低剂量组（５０ｍｇ／ｋｇ） ６５．０７±０．７７ ７．９３±０．０４

沙利度胺组中剂量组（１００ｍｇ／ｋｇ） ６０．１８±０．１７ ７．０９±０．３２

沙利度胺组高剂量组（１５０ｍｇ／ｋｇ） ５６．２２±０．１７ ６．０９±０．３２

环磷酰胺组（１００ｍｇ／ｋｇ） ５６．１３±０．２４ ６．０４±０．０８

　　：犘＜０．０５，与模型对照组相比；＃：犘＜０．０１，与正常对照组相比。

２．２　沙利度胺对小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ含量的影响　见表２。

与正常组相比，模型组小鼠血清 ＡＬＴ，ＡＳＴ水平明显升高

（犘＜０．０１）；沙利度胺高、中、低剂量组，环磷酰胺组均能显著

降低小鼠血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ活性，与模型组比较，差异有统计

学意义（犘＜０．０５或犘＜０．０１），表明沙利度胺对免疫性肝损伤

小鼠起保护作用。

表２　　沙利度胺对血清ＡＬＴ、ＡＳＴ含量影响（狀＝１０，狓±狊）

组别 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）

正常对照组 ４０．３５±０．１９ ５０．２８±０．２４

模型对照组 ７０．２１±０．０９＃ ９０．１７±０．２５＃

沙利度胺组低剂量组（５０ｍｇ／ｋｇ） ６１．０７±０．７７ ８０．９３±０．０４

沙利度胺组中剂量组（１００ｍｇ／ｋｇ） ６０．１８±０．１７ ７５．０９±０．３２

沙利度胺组高剂量组（１５０ｍｇ／ｋｇ） ５６．２２±０．１７ ７３．０９±０．３２

环磷酰胺组（１００ｍｇ／ｋｇ） ５６．１３±０．２４ ７２．０４±０．０８

　　：犘＜０．０５，与模型对照组相比；＃：犘＜０．０１，与正常对照组相比。

２．３　沙利度胺对小鼠肝组织 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的影响　

见表３。与正常组比较，模型组小鼠肝组织 ＭＤＡ水平明显上

升，ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平显著下降，对比模型组，沙利度胺各组

和环磷酰胺组均能显著降低免疫性肝损伤小鼠 ＭＤＡ水平，提

高ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ含量，差异有统计学意义（犘＜０．０５），提示沙

利度胺对免疫性肝损伤小鼠保护机制可能是加强小鼠机体抗

脂质过氧化能力。

表３　　沙利度胺对小鼠肝组织 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的影响（狀＝１０，狓±狊）

组别 ＳＯＤ（Ｕ／ｍｇ．ｐｒｏｔ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇ．ｐｏｒｔ） ＧＳＨＰｘ（Ｕ／ｍｇ．ｐｒｏｔ）

正常对照组 １３５．８０±０．１９ ４．３５±０．１９ ２５０．２８±０．２４

模型对照组 １０３．２１±０．０９ ８．２１±０．１９ １７０．１７±０．２５

沙利度胺组低剂量组（５０ｍｇ／ｋｇ） １２０．０７±０．７７ ６．９７±０．７７ １８０．９３±０．０４

沙利度胺组中剂量组（１００ｍｇ／ｋｇ） １２８．０６±０．６７ ６．６８±０．１７ １９５．０９±０．３２

沙利度胺组高剂量组（１５０ｍｇ／ｋｇ） １３０．１７±０．７７ ６．２２±０．１７ ２０９．０９±０．３２

环磷酰胺组（１００ｍｇ／ｋｇ） １２１．３±０．２４ ６．３３±０．２４ ２２２．０４±０．０８

　　：犘＜０．０５，与模型对照组相比。

表４　　沙利度胺对小鼠肝匀浆ＴＮＦβ１、ＩＬ６表达的

　　　影响（狀＝１０，狓±狊）

组别 ＴＮＦβ１（μｇ／Ｌ） ＩＬ６（μｇ／Ｌ）

正常对照组 １．３５±０．１９ ４．２８±０．２４

模型对照组 ３．２１±０９３＃ ５．７７±０．２５＃

沙利度胺组低剂量组（５０ｍｇ／ｋｇ） ２．６７±０．７７ ４．５３±０．０４

沙利度胺组中剂量组（１００ｍｇ／ｋｇ） ２．１８±０．１７ ４．４９±０．３２

续表４　　沙利度胺对小鼠肝匀浆ＴＮＦβ１、ＩＬ６表达的

　　　影响（狀＝１０，狓±狊）

组别 ＴＮＦβ１（μｇ／Ｌ） ＩＬ６（μｇ／Ｌ）

沙利度胺组高剂量组（１５０ｍｇ／ｋｇ） ２．１２±０．１７ ４．３９±０．３２

环磷酰胺组（１００ｍｇ／ｋｇ） ２．１３±０．２４ ４．３４±０．０８

　　：犘＜０．０５，与模型对照组相比；＃：犘＜０．０１，与正常对照组相比。

２．４　沙利度胺对小鼠肝匀浆ＴＮＦβ１、ＩＬ６的影响　见表４。

模型组小鼠肝匀浆 ＴＮＦβ１、ＩＬ６水平与对照组相比均升高

７８重庆医学２０１４年１月第４３卷第１期



（犘＜０．０５）；而沙利度胺各组和环磷酰胺组与模型组比较，均

能显著降低肝损伤导致的ＴＮＦβ１ 和ＩＬ６升高，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），提示沙利度胺对免疫性肝损伤小鼠具有保护

作用，其机制可能与调节细胞因子的表达相关。

２．５　沙利度胺对小鼠肝组织病理学的影响　图１可知，小鼠

正常肝细胞结构清晰，细胞核大且圆，核膜界限清晰，核仁染色

明显，胞浆染色细腻丰富，汇管区无炎细胞浸润；而模型组肝细

胞水肿变性，大片灶性的嗜酸性坏死，并可见大量炎细胞入侵；

沙利度胺各组和环磷酰胺组可明显减轻肝脏炎症细胞浸润和

缓解坏死程度。

２．６　ＲＴＰＣＲ检验沙利度胺对小鼠肝组织ＴＮＦαｍＲＮＡ表

达的影响　图２可知，与正常组相比，模型组小鼠肝脏ＴＮＦα

ｍＲＮＡ的表达水平增高；沙利度胺各组均能抑型组小鼠肝脏

ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

　　Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：少利度胺中浓度组；Ｄ：环磷酰胺组。

图１　　沙利度胺对小鼠肝组织病理学的影响（ＨＥ染色１００×）

　　：犘＜０．０５，与模型对照组相比。

图２　　沙利度胺对小鼠肝组织ＴＮＦαｍＲＮＡ表达的影响

３　讨　　论

免疫性肝损伤多由生物性因素导致，常见的原因有 ＨＢＶ、

丙型肝炎病毒等病毒的感染，病理特征主要呈现肝组织内大量

的炎细胞浸润，产生免疫或炎症应答，最终导致免疫反应为基

础的肝损伤，即临床上所称的免疫性肝炎。免疫性肝炎是肝纤

维化发生发展的始动因素，更是肝硬化乃至肝脏肿瘤等终末病

变发生发展的重要诱因之一［４］。因为免疫系统在肝炎、肝硬

化、药物性肝脏损伤等的发病过程中发挥着关键作用，本研究

采用给小鼠注射ＢＣＧ使巨噬细胞、中性多核细胞集聚在肝脏，

使其处于致敏状态，继而用低毒剂量的ＬＰＳ攻击，建立免疫肝

损伤的动物模型进行研究。ＢＣＧ联合ＬＰＳ诱导法操作简单、

成功率高，被认为是研究免疫性肝损伤较理想的动物模型之

一［５］。本实验建立的免疫性肝损伤小鼠模型，发现小鼠血浆中

转氨酶水平和肝匀浆中 ＭＤＡ含量明显升高，肝脏出现不同程

度点状、小片状或弥散性坏死以及大量炎细胞浸润，并且肝脏

病理学改变明显，与文献报道相吻合［６］。沙利度胺（反应停，酞

咪哌啶酮，ｔｈａｌｉｄｏｍｉｄｅ，ＴＨＤ）是一种谷氨酸衍生物，因被报道

对新生儿具有明显的致畸作用于２０世纪６０年代被禁用。近

期研究发现它对一些免疫性疾病有效，且能通过抑制新生血管

生成，调节免疫功能等再次引起关注［７８］。本实验结果发现沙

利度胺各剂量组都能对免疫性肝损伤小鼠产生效应，未见其不

良反应，尤其是高剂量组，显著降低肝损伤小鼠血清中 ＡＳＴ、

ＡＬＴ活性水平，且病理 ＨＥ染色结果同样显示沙利度胺各剂

量组缓解了小鼠肝脏坏死程度，明显减轻肝脏炎症细胞浸润，

提示沙利度胺对免疫性肝损伤小鼠具有保护作用。探求机制

作者发现沙利度胺减低了模型小鼠肝脏 ＭＤＡ水平，提高了肝

脏中ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性，ＭＤＡ是脂质过氧化的终产物，其含

量与脂质过氧化反应呈正比，可间接反映机体细胞受氧自由基

攻击的严重程度，而脂质过氧化是免疫性肝损伤重要的环节，

ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的活性是清除肝脏有害物质的重要保障，ＳＯＤ

活性的高低代表了机体清除氧自由基的能力，ＧＳＨＰｘ能清除

有害的过氧化物代谢产物，阻断脂质过氧化链锁反应，起到保

护细胞膜结构和功能完整的作用［９１０］。为进一步探讨沙利度

胺对免疫肝损伤的作用，作者采用ＥＬＩＳＡ法对肝组织中ＴＮＦ

β１、ＩＬ６含量进行了测定，结果显示治疗组小鼠肝组织中两者

的表达明显低于模型组，ＲＴＰＣＲ结果也显示 ＴＮＦαｍＲＮＡ

表达下降，此结果提示沙利度胺可能通过下调 ＴＮＦβ１ 表达、

抑制细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ６的分泌对免疫性肝损伤小鼠产生

保护效应，ＴＮＦβ１、ＩＬ６、ＴＮＦα都是参与免疫调节，有效的促

炎症反应因子，ＴＮＦα是促免疫肝脏损伤的重要介质，由活化

单核巨噬细胞产生，诱发中性粒细胞向内皮细胞黏附或活化中

性粒细胞，促使其趋化聚集于肝脏，释放蛋白酶或氧自由基，造

成肝细胞损伤，ＴＮＦα单独并不能引起明显的肝脏损害，但作

为肝损伤的第一介质，其将引起许多与肝坏死有关的第二介

质，如ＴＮＦβ１、ＩＬ６的产生，而第二介质的产生又增强ＴＮＦα

的肝损伤作用，使宿主在极少的ＴＮＦα表达下也会发生组织

损害［１１１３］。

综上所述，沙利度胺通过抑制肝细胞脂质过氧化反应，降

低细胞膜通透性，下调ＴＮＦα的表达来减轻肝细胞变性和坏

死，缓解免疫性肝损伤。但引起免疫性肝损伤的机制十分复

杂，涉及到机体免疫功能的紊乱、各种细胞因子的失调等，本实

验从肝损伤小鼠模型的构建入手，逐一探讨了沙利度胺作用后

肝血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 浓度的变化以及肝匀浆中 ＭＤＡ、ＳＯＤ、

ＧＳＨＰｘ含量的改变等，但沙利度胺对免疫性肝损伤的保护作

用是否还有其他途径有待进一步研究。
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