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染料木素磺酸钠对慢性肝损伤小鼠肝功能及肝组织
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　　［摘　要］　目的　观察染料木素磺酸钠（ＧＳＳ）对小鼠慢性肝损伤的保护作用，以及其对肝组织α７尼古丁受体（α７ｎＡＣｈＲ）和

白细胞介素１β（ＩＬ１β）蛋白表达的影响。方法　取ＳＰＦ级雄性昆明种小鼠６０只分成５组，分别为对照组、模型组、ＧＳＳ低剂量组、

ＧＳＳ高剂量组及阳性药物组，每组１２只。除对照组外其余４组采用腹腔注射１０％四氯化碳（ＣＣｌ４），体积为０．１ｍＬ／１０ｇ，持续６

周，制备小鼠慢性肝损伤动物模型。同时ＧＳＳ高、低剂量组分别灌胃给予不同剂量的ＧＳＳ（０．３０、０．１０ｍｇ／ｋｇ），阳性药物组给予

联苯双酯２．５０ｍｇ／ｋｇ，对照组及模型组给予等体积生理盐水，连续６周。测定小鼠血清ＡＳＴ及ＡＬＴ活性，并计算ＡＳＴ／ＡＬＴ比

值；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测α７ｎＡＣｈＲ、ＩＬ１β蛋白表达水平。结果　模型组小鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ水平较对照组升高（犘＜０．０５），肝

组织α７ｎＡＣｈＲ蛋白表达水平降低（犘＜０．０１），ＩＬ１β的表达水平升高（犘＜０．０５）；经ＧＳＳ治疗后，血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ水平明显低于

模型组（犘＜０．０５），α７ｎＡＣｈＲ表达水平升高（犘＜０．０１），ＩＬ１β表达水平降低（犘＜０．０５）。结论　ＧＳＳ可升高损伤的肝组织

α７ｎＡＣｈＲ的表达，激活胆碱能抗炎通路，从而减少致炎细胞因子的表达，可通过抑制炎症反应对抗小鼠慢性肝损伤。
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　　肝脏疾病是消化系统疾病死亡的重要原因，近年来各地发

病率及病死率明显上升，目前临床上缺乏特效治疗药物，研究

该类药物具有重要意义。染料木素为植物雌激素的一种，化学

结构与雌二醇相似，能与雌激素细胞膜及细胞内受体结合发挥

作用，如抗肿瘤作用、神经保护作用、调节骨代谢与脂代谢、心

脑血管保护及抗氧化等作用［１７］。但考虑染料木素难溶于水，

生物利用度低，势必影响其临床应用和药物开发，因此，课题组

参照索志荣等［８］的方法，对染料木素进行磺化，合成了染料木

素磺酸钠（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆｏｎａｔｅ，ＧＳＳ），分子式：Ｃ１５Ｈ１０

Ｏ８ＳＮａ，为白色结晶粉末。课题组前期研究证实 ＧＳＳ对脑缺

血再灌注损伤起保护作用［９］。本实验通过建立小鼠慢性肝损

伤模型，进一步研究 ＧＳＳ对肝损害的保护作用及其对胆碱能

抗炎通路（ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐａｔｈｗａｙ，ＣＡＰ）的调节

作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　ＳＰＦ级昆明小鼠６０只，体质量２０～２５ｇ，

雄性，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，许可证号：

ＳＣＸＫ（湘）２０１１００３，合格证号：４３０４７０１５９０。适应性饲养７ｄ，

自由进食和饮水。温度１８～２０℃，自由光照，相对湿度５０％～

６０％，持续通风换气。

１．１．２　药物与试剂　ＧＳＳ购自天习化工有限公司，用生理盐
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水配成所需浓度；联苯双酯滴丸购自北京协和药厂（批号：

１２０６０１０５）；四氯化碳（ＣＣｌ４）分析纯，江西洪都试剂化工厂生产

（批号：０１１２２４），临用前与精制植物油混合配成１０％（Ｗ／Ｗ）的

ＣＣｌ４ 植物油溶液；ＡＳＴ（货号：ＣＨ０１０１２０２）及 ＡＬＴ检测试剂

盒购自四川迈克生物科技有限公司（批号：ＣＨ０１０１２０１）；βａｃ

ｔｉｎ一抗（Ｔａ０９）、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔ＩｇＧ（ＺＢ

２３０３）及山羊抗鼠ＩｇＧ（ＺＢ２３０５）均购自北京中杉金桥生物技

术有限公司；α７尼古丁受体（α７ｎＡＣｈＲ）（ｓｃ５５４４）及白细胞介

素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｂｅｔａ，ＩＬ１β）（ｓｃ７８８４）一抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ

公司；ＢＳＡ蛋白浓度测定试剂盒购自北京天根生化科技有限

公司（Ｊ８８３０／Ｍ２１１４）；化学发光试剂盒（１８５６１３５／１８５６１３６）购

自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司。

１．１．３　仪器　７６０００２０型全自动生化分析仪购自日本日立公

司；ＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄⅡ型多功能酶标仪、３００１型超高灵敏度化

学成像发光仪、Ｔｒａｎｓｂｌｏｔ转印槽及小型垂直电泳槽购自美国

伯乐公司。

１．２　方法

１．２．１　分组与给药　将６０只小鼠分成５组，分别为对照组、

模型组、ＧＳＳ低剂量组、ＧＳＳ高剂量组及阳性药物组，每组１２

只。参考文献［１０］的方法制作小鼠慢性肝损伤模型，除对照组

外均腹腔注射１０％ ＣＣｌ４ 油溶液０．１０ｍＬ／１０ｇ，每周２次，持

续６周。同时 ＧＳＳ高、低剂量组分别灌胃给予不同剂量的

ＧＳＳ（０．３０、０．１０ｍｇ／ｋｇ），阳性药物组给予联苯双酯２．５０ｍｇ／

ｋｇ，对照组及模型组给予等体积的生理盐水，连续６周。

１．２．２　肝功能生化检测　小鼠末次给药后，禁食１２ｈ，摘眼球

取血，分离血清，按试剂盒说明，用全自动生化分析仪检测血清

ＡＬＴ和ＡＳＴ水平。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测α７尼古丁受体（α７ｎｉｃｏｔｉｎｉｃａｃｅ

ｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，α７ｎＡＣｈＲ）和ＩＬ１β蛋白表达水平　为探

讨ＧＳＳ对慢性肝损伤的保护机制，选择对照组、模型组、ＧＳＳ

高剂量组肝组织进行检测。取２０ｍｇ肝脏组织于１．５ｍＬ离

心管中，加入２００μＬ裂解液，捣碎后，再加入４００μＬ裂解液，

置于４℃颠倒混匀１ｈ。１１００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心５ｍｉｎ。取上

清液ＢＣＡ法行蛋白定量。取５０μｇ总蛋白，加入上样缓冲液，

９５℃，５ｍｉｎ蛋白变性后，于１０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离蛋白。将凝胶上的蛋白转印到醋

酸纤维素膜上，３％～５％的牛奶室温封闭１ｈ。α７ｎＡＣｈＲ或

ＩＬ１β一抗孵育，４℃过夜。二抗室温孵育１ｈ。将化学发光试

剂盒中的两种试剂按１∶１比例混合，混匀后，在暗室中与硝酸

纤维素膜摇动孵育１ｍｉｎ，于超高灵敏度化学成像发光仪照

相，并计算灰度值。

１．３　统计学处理　应用Ｐｒｉｓｍ５．０统计学软件进行统计学分

析。各测量指标的数据资料以狓±狊表示，组间各测定指标的

总体比较采用单因素方差分析，组内各指标的多重比较采用

ＳＮＫ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组小鼠血清ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平比较　与对照组比较，

模型组小鼠血清ＡＬＴ及ＡＳＴ水平均明显升高（犘＜０．０５），提

示肝损伤模型制作成功；经ＧＳＳ治疗后，血清ＡＬＴ及ＡＳＴ水

平均降低（犘＜０．０５），与阳性药物组比较，差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；阳性药物组ＡＳＴ／ＡＬＴ较模型组升高，ＧＳＳ高、低

剂量组ＡＳＴ／ＡＬＴ与阳性药物组比较，明显降低（犘＜０．０５），

见表１。

２．２　对照组、模型组及 ＧＳＳ高剂量组小鼠肝组织α７ｎＡＣｈＲ

和ＩＬ１β蛋白表达水平比较　与对照组比较，模型组肝组织

α７ｎＡＣｈＲ蛋白表达水平降低（犘＜０．０１），ＩＬ１β表达水平升高

（犘＜０．０５）；与模型组比较，ＧＳＳ高剂量组肝组织α７ｎＡＣｈＲ蛋

白表达水平升高（犘＜０．０１），ＩＬ１β表达水平降低（犘＜０．０５），

见图１、２。

表１　　各组小鼠血清ＡＬＴ和ＡＳＴ水平比较（狓±狊，狀＝１２）

组别 ＡＬＴ（／Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（／Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ／ＡＬＴ

对照组 ５５．４５±１１．１４ ２３５．６３±３６．８８ ４．３３±０．６８

模型组 ７５．４６±１８．７１ａ ３４５．４５±７５．９７ｂ ４．１４±０．８２

阳性药物组 ５６．００±１８．１２ｄ ２５５．２７±５７．５６ｄ ４．９３±０．５７ｃ

ＧＳＳ低剂量组 ６９．０９±１６．９９ ２４４．４０±４６．２５ｄ ３．７９±０．９９ｆ

ＧＳＳ高剂量组 ６４．８８±１７．９４ｃ ２４８．１１±４３．３２ｄ ３．９７±０．６８ｅ

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１与对照组比较；ｃ：犘＜０．０５，ｄ：犘＜０．０１，与

模型组比较；ｅ：犘＜０．０５，ｆ：犘＜０．０１与阳性药物组比较。

　　
ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１，与模型组比较。

图１　　各组小鼠肝组织α７ｎＡＣｈＲ蛋白表达水平比较

　　
ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。

图２　　各组小鼠肝组织ＩＬ１β蛋白表达水平比较

３　讨　　论

肝脏是人体最大的实质性器官，担负消化、解毒、分泌和生

物合成功能，其功能障碍直接影响人体健康，甚至危及生命。

肝病的发病机制较为复杂，涉及炎性反应、免疫功能紊乱、代谢

障碍、自由基损害及质膜损伤等多个生理病理过程。ＣＣｌ４ 致

肝损伤动物模型是研究护肝药最常用的模型。ＣＣｌ４ 在肝微粒

体细胞色素Ｐ４５０代谢生成氧自由基，这些自由基攻击肝细胞

膜上的磷脂分子，使细胞膜发生脂质过氧化，继而与细胞内蛋

白质大分子发生共价结合。细胞膜结构完整性遭到破坏，细胞

膜的通透性增加，细胞质内酶类渗入到血液中，同时细胞外水

分进入细胞内，使肝细胞发生气球样变等，严重时可导致细胞

坏死，更多的酶类释放进入血液。因此，血清转氨酶升高，在一

定程度上反映了肝细胞损害和坏死的程度。在轻、中度肝损伤

时，以ＡＬＴ升高为明显，ＡＬＴ升高远大于 ＡＳＴ升高；当严重

肝细胞损伤时，线粒体受损，可导致线粒体内的酶被释放入血，

此时ＡＳＴ升高更为明显，血清中 ＡＳＴ／ＡＬＴ比值升高。在实

验中，ＣＣｌ４ 肝损伤模型小鼠血清 ＡＳＴ及 ＡＬＴ水平均显著升

高，但ＡＳＴ／ＡＬＴ比值变化不明显，提示肝损伤更为严重。经

ＧＳＳ治疗后，血清ＡＳＴ和ＡＬＴ水平均降低，说明ＧＳＳ对ＣＣｌ４

诱导的慢性肝损伤有保护作用。

２０００年，Ｂｏｒｏｖｉｋｏｖａ等
［１１］发现，神经系统通过迷走神经及

其递质乙酰胆碱能够显著、快速地抑制炎性反应细胞释放细胞

因子，减轻全身性炎性反应。这一生理机制称作ＣＡＰ。胆碱

能信号调节异常参与多种炎性反应紊乱（如 ＡＤ、脑出血和败

血症等）［１２］。刺激外周迷走神经及应用胆碱能递质乙酰胆碱

（Ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ，Ａｃｈ）或拟胆碱药物烟碱能抑制实验性炎性反

应，显著降低细胞因子如 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６等的释放
［１３］。

９０３１重庆医学２０１５年４月第４４卷第１０期



α７ｎＡＣｈＲ是ＣＡＰ中的关键受体，它的兴奋介导了大部分的

ＡＣｈ在免疫系统中的效应
［１４］。ＩＬ１β具有广泛的生物作用，可

通过自分泌或旁分泌影响其他细胞因子和炎症介质的分泌，诱

导抗原递呈细胞表面免疫分子的表达；其作为Ｔ细胞和Ｂ细

胞的激活和分化因子，可介导免疫球蛋白的分泌、激活补体、杀

伤细胞和吞噬细胞，增强由细胞免疫和体液免疫反应介导的组

织损伤［１５］。在药物诱导大鼠肝损伤模型中ＩＬ１β高表达，应用

护肝药物后可抑制ＩＬ１β表达
［１６］，从而达到护肝作用。本实验

结果显示，ＧＳＳ高剂量组α７ｎＡｃｈＲ受体表达较模型组明显升

高，而ＩＬ１β水平明显降低，提示 ＧＳＳ可激活ＣＡＰ，从而减少

致炎细胞因子如ＩＬ１β的表达，通过抑制炎性反应对抗ＣＣｌ４

诱导的小鼠慢性肝损伤。
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