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摘要: 旨在探究紫丁香苷 ( syringin，SY) 对脂多糖 ( LPS) 联合 D－半乳糖胺盐酸盐 ( D－GalN) 、( LPS /D－GalN) 诱导的小鼠急性肝损伤的保护

作用及其潜在机制。将 40 只昆明鼠随机分为 4 组，分别为正常对照组 ( NC) 、LPS /D－GalN 模型 ( LD) 组、SY 低剂量 ( LSY+LD) 组、SY 高剂

量 ( HSY+LD) 组，每组 10 只。LSY+LD 组、HSY+LD 组采用腹腔注射方式给予 SY ( 25、50 mg /kg) ，NC 组和 LD 组分别腹腔注射等量的生理盐

水，连续 3 d，在第 3 天预防性给药 1 h 后，腹腔注射 LPS /D－GalN 建立急性药物肝损伤模型。造模 6 h 后，试验小鼠眼静脉取血，处死小鼠; 检

测小鼠血清丙氨酸氨基转移酶 ( ALT) 、天冬氨酸氨基转移酶 ( AST) 的活性; 检测肝匀浆中超氧化物歧化酶 ( SOD) 、谷胱甘肽还原酶 ( GSH) 、

过氧化氢酶 ( CAT) 的水平，观察肝脏氧化应激的水平; 制作肝组织切片，采用苏木精伊红 ( HE) 观察肝脏的组织变化; 利用免疫组化观察激

活的核转录因子 p65 ( NF－κBp65) 入核状态; ELISA 法检肝匀浆 IL－6、IL－1β、TNF－α 炎性因子的水平。结果表明: 与 NC 组相比，LD 组 AST、

ALT 的水平显著增高 ( P＜0. 01) ，肝血管严重出血，肝脏大面积实质性坏死，胞核碎裂、崩解，肝脏中 SOD、GSH、CAT 水平显著降低 ( P＜

0. 05) ，NF－κBp65 核转移率提高，肝脏中 IL－6，IL－1β、TNF－α 炎性因子水平显著升高 ( P＜0. 01) ; SY 组可显著降低小鼠血清中 AST、ALT 的

活性 ( P＜0. 05) ，肝组织病理变化明显减轻，肝脏 SOD、CAT 的活性与 GSH 的水平提高 ( P＜0. 05) ; NF－κBp65 核转移发生抑制; IL－6，IL－1β、

TNF－α 水平显著降低 ( P＜0. 05) 。结果表明 SY ( 25、50 mg /kg) 对 LPS /D－GalN 诱导的小鼠肝脏损伤具有保护作用且具有剂量依赖性，其作用

机制与 SY 可提高抗氧化酶活性，抑制炎性因子的产生有关。
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Protective effect of syringin on LPS /D－GalN induced acute liver injury
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CHENG Ming，LI Gonghe* ，SI Hongbin*

( College of Animal Science and Technology /State Key Laboratory for Conservation and Utilization of
Subtropical Agro－bioresources，Guangxi University，Nanning 530004，China)

Abstract: This experiment was to explore the protective effect and potential mechanism of syringin ( SY) on LPS /D－GalN induced acute
liver injury in mice． 40 Kunming mice were used and randomly divided into four groups: the normal control group ( NC) ，the LPS /D－GalN
model ( LD) group，the SY low dose ( LSY+ LD) group and the SY high dose ( HSY + LD) group，with 10 mice in each group． The LSY +
LD group and the HSY + LD group were given SY ( 25 and 50 mg /kg，respectively) by intraperitoneal injection． The NC group and the LD
group were intraperitoneally injected with the same amount of normal saline for 3 days． One hour after the preventive administration on the
third day，LPS /D－GalN was intraperitoneally injected to establish a model of acute drug－induced liver injury． 6 hours after modeling，blood
samples were collected from the ocular vein of the experimental mice which were then killed． Then，the activities of serum alanine amin-
otransferase ( ALT) and aspartate aminotransferase ( AST) were detected，and the levels of superoxide dismutase ( SOD) ，glutathione reduc-
tase ( GSH) and catalase ( CAT) in liver homogenate were detected to observe the level of oxidative stress in the liver． Next，liver tissue sec-
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tions were made and stained with hematoxylin and eosin ( HE) ． The immunohistochemical sections of NF－ κBp65 were made to observe acti-
vated NF－ κBp65 in the nucleus state． Finally，the IL－6 and IL－1β and TNF－ α Levels of inflammatory factors in liver homogenate were de-
tected by ELISA． The results showed that the levels of AST and ALT in the LD group were significantly higher than those in the NC group
( P＜0. 01) ． Severe hemorrhage of the hepaticducts and blood vessels，the massive substantive necrosis of the liver，and the fragmentation and
disintegration of nucleus were observed． The levels of SOD，GSH and CAT in the liver decreased significantly ( P＜0. 05) ． The amount of
NF－κBp65 nucleus increased． The inflammatory factors IL－6 IL－1β，and TNF－ α in the liver increased significantly ( P＜0. 01) ． The SY
group had a significant reduction in the activities of AST and ALT in the serum ( P＜0. 05) ． The pathological changes in the liver tissue were
significantly reduced and the activities of SOD and CAT in the liver and the level of GSH were significantly increased ( P＜0. 05) ． NF－

κBp65 nuclear transfer was inhibited，and the IL－6 and IL－1β，TNF－ α Levels were significantly reduced ( P＜0. 05) ． The above results in-
dicated that SY ( 25 and 50 mg /kg) had a protective effect on LPS /D－GalN induced liver injury in mice and it was dose－dependent． Its
mechanism was similar to that of SY increasing the activity of antioxidant enzymes，and was related to the inhibition of production of inflam-
matory factors．

Keywords: syringin; LPS /D－GalN; acute liver injury

肝脏对生命至关重要，是许多生理过程关键的枢

纽，具有血容量调节、营养素代谢、免疫系统支持、
脂质和胆固醇稳态、外源性化合物的分解等重要功

能［1－2］。急性肝损伤是与高死亡率相关的一种严重综

合征，多是由于脂多糖 ( LPS ) 和醋氨酚 ( APAP )

等药物过量引起的［2］。过量药物在肝脏的代谢过程

中会产生大量的活性氧自由基 ( ＲOS) ，从而使谷胱

甘肽还原酶 ( GSH) 含量降低［3－4］，使肝脏产生大量

的白细胞介素 － 6 ( IL － 6 ) 、白细胞介素 － 1β ( IL －
1β) 、肿瘤坏死因子 α ( TNF－α) 等促炎因子，这些

促炎因子又可与炎性信号通路上的相关蛋白进行特异

性结合，如与核转录因子 p65 ( NF－κBp65) 的特异

性位点进行结合，促使 NF－κBp65 磷酸化发生核转移

与 DNA 相应结构区域进行结合，进一步调节下游促

炎因子转录，使炎性反应不断加强，炎性细胞因子不

断释放导致细胞因子失衡和免疫功能障碍，进而损害

肝功能［5－9］，危及生命健康。
紫丁香苷从刺五加中提取，现有研究表明紫丁香

苷具有抗癌、抗氧化、免疫调节、保护肝脏、肾以及

肺等药理功能［10－12］。作用机制均与消除氧化自由基、
提高抗氧化物酶的活性、抑制机体炎性信号通路的激

活、炎性因子的产生有关［13－15］，但有关紫丁香苷保

肝作用的机制研究目前较少。本研究旨在通过建立药

物性急性肝损伤模型，来探究紫丁香苷对于肝损伤小

鼠的保护作用，并探究其发挥作用的潜在机制，为紫

丁香苷的应用提供研究基础。

1 材料与方法

1. 1 试剂

紫丁香苷 ( 纯度 98%，成都埃法生物科技有限

公司) ; LPS、D－半乳糖胺盐酸盐 ( D－GalN) 购于阿

拉丁; 丙氨酸氨基转移酶 ( ALT) 、天冬氨酸氨基转

移酶 ( AST) 、GSH、超氧化物歧化酶 ( SOD) 、过氧

化氢酶 ( CAT) 均购于南京建成生物科技有限公司;

鼠源 IL－1β、IL－6、TNF－α、ELISA 试剂盒购于南京

博研生物科技有限公司; 苏木素伊红 ( HE) 染色试

剂盒购 于 索 莱 宝; 一 抗 ( 兔 抗 NF － κBp65 ) 、二 抗

( 山羊抗兔) ，DAB 显色液均购于赛维尔生物科技有

限公司。
1. 2 实验动物

40 只 SPF 级昆明雄性小鼠，体重 ( 22 ± 2 ) g，

由长沙市天勤生物技术有限公司提供，在清洁级实验

鼠房适应性饲养 1 周，12 h 昼夜循环，饮水清洁充

足，每天给予新鲜鼠粮，平均 4 g /只，室温维持为

( 25±2) ℃。
1. 3 方法

1. 3. 1 分组与处理

随机将 40 只小鼠分为 4 组，每组 10 只: 对照组

( NC) 、模型组 ( LD) 、紫丁香苷低剂量 ( LSY+LD)

组、紫丁香苷高剂量 ( HSY+LD) 组。低、高剂量紫

丁香苷组每天以 25 mg /kg、50 mg /kg 剂量通过腹腔

注射给药，NC、LD 组以同样的方式注射等量的生理

盐水。在第 3 天腹腔给药 1 h 后，LD 组、LSY+LD
组、HSY+LD 组腹腔给予 LPS /D－GalN ( 30 μg /kg +
250 mg /kg) ，NC 组给予生理盐水。LPS /D－GalN 给

药6 h 后，小鼠眼球静脉采血，全血室温静置 2 h 后

移置－4 ℃冰箱放置 12 h，－4 ℃、3 000 g 离心机分

离血清，分装并保存于－80 ℃ ; 采取组织肝脏，称

重，并在无菌生理盐水中快速冲洗，采取肝脏左侧小

叶放入 4%甲醛中固定，剩余肝脏分割放入 EP 管中，

置于－80 ℃保存，以备后用。
1. 3. 2 血清及肝脏生化指标检测

根据试剂盒说明书检测血清中 AST、ALT 活性;

肝脏组织中 GSH 水平，SOD、CAT 活性。
1. 3. 3 ELISA 法检测肝脏组织炎症因子水平

将相同质量的肝组织进行匀浆处理，并按照试剂
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盒说明书将匀浆进行相同倍数的稀释，然后检测肝组

织中 IL－6、IL－1β、TNF－α 的水平。
1. 3. 4 肝脏组织病理切片

从固定液中取出肝组织，分割成小组织块，置于

烧杯中流水过夜，并在梯度酒精中进行脱水，包埋，

切片机连续切割 5 μm 厚的切片，60 ℃ 烘箱中烤片

2 h，二甲苯中脱蜡，在梯度酒精中进行复水，采用

苏木精伊红 ( HE) 染色，分别在 95%，100%的酒精

中脱色 1 min，二甲苯Ⅰ，二甲苯Ⅱ中分别透明两分

钟，将切片放于通风箱中风干 30 min，封片。
1. 3. 5 免疫组织化学分析

将组织切片进行上述的脱蜡操作后，在梯度酒精

中进行复水; 使用柠檬酸抗原修复缓冲溶液 ( pH =
7. 4) 加热进行抗原修复，3%双氧水溶液避光孵育

25 min 以阻断内源性过氧化物酶; BSA 封闭、一抗

4 ℃孵育过夜，并用 PBS 洗涤 3 次 ( 每次 5 min ) ，

二抗孵育 50 min ( HＲP 标记) ; DAB 显色、苏木素

复染胞核 3 min、自来水反蓝，封片。
1. 3. 6 数据分析

试验数据采用 IBM SPSS Statistics 26 进行单因素

ANOVA 检 验; P ＜ 0. 05 表 示 差 异 显 著; 通 过

GraphPad Prism 8 软件、ImageJ 软件进行数据处理。

2 结果

2. 1 紫丁香苷对小鼠血清 AST、ALT 活性的影响

由图 1A 可见，LD 组小鼠与 NC 相比 AST 活性升

高，且差异极显著 ( P＜0. 01) ，LSY+LD、HSY+LD
组与 LD 组相比 AST 活性显著降低 ( P＜0. 01) 。由图

1B 可见，LD 组 与 NC 相 比 ALT 极 显 著 升 高 ( P ＜
0. 01) ，LSY+LD、HSY+LD 组与 LD 组相比 ALT 降

低，差异极显著 ( P＜0. 01) ; HSY+LD 组与 LSY+LD
组相比 ALT 差 异 极 显 著 ( P ＜ 0. 01 ) ，AST 无 明 显

差异。

LD 组与 NC 组相比，#表示 P＜0. 05，##表示 P＜0. 01; LSY+LD 组或 HSY+LD 组与模型组相比，* 表示 P＜0. 05，＊＊表示 P＜0. 01;

LSY+LD 组与 HSY+LD 组相比，^表示 P＜0. 05，^^表示 P＜0. 01。下同

图 1 ALT、AST 的活性

2. 2 小鼠肝脏生化指标

SOD、GSH、CAT 水平如图 2 所示。LD 组与 NC
组相比小鼠肝组织中 SOD 和 CAT 活性、GSH 含量降

低，差异显著 ( P＜0. 05) ; LSY+LD、HSY+LD 组与

LD 组相比，SOD 和 CAT 活性、GSH 含量显著升高

( P＜0. 05，P＜0. 01) ; HSY+LD 组与 LSY+LD 组相比

SOD、GSH 活性差异极显著或显著 ( P ＜ 0. 05，P ＜
0. 01) ，CAT 活性无明显差异。

图 2 SOD ( A)、GSH ( B)、CAT ( C) 在肝组织中的活性
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2. 3 小鼠肝脏组织中 IL－1β、IL－6、TNF－α 炎症

因子的水平

小鼠肝脏组织中 IL－1β、IL－6、TNF－α 炎症因

子的水平如图 3 所示。LD 组与 NC 组相比小鼠肝组

织中 IL－1β、IL－6、TNF－α 水平升高，差异极显著

( P＜0. 01) ; LSY+LD、HSY+LD 组与 LD 组相比，IL－
1β、IL－ 6、TNF －α 水平降低，差异显著或极显著

( P＜0. 05，P＜0. 01) ; HSY+LD 组与 LSY+LD 组相比

IL－1β 差异极显著 ( P＜0. 01) ，IL－6、TNF－α 无显

著差异。

图 3 IL－1β ( A)、IL－6 ( B)、TNF－α ( C) 在肝组织中的表达水平

2. 4 小鼠肝脏病理组织切片

小鼠肝脏病理组织切片观察结果如图 4 所示。
NC 组小鼠肝脏，肝细胞在肝窦，肝静脉周围呈放射

状，且排列整齐; LD 组小鼠肝脏细胞间出现严重瘀

血，肝索 紊 乱，在 肝 管 周 围 有 大 量 的 淋 巴 细 胞;

LSY+LD、HSY+LD 组小鼠肝细胞形态随 SY 浓度增

加逐渐趋于正常，淤血以及炎性浸润减少。

A. NC 组; B． LD 组; C． LSY+LD 组; D． HSY+LD 组;

A、B、C、D 放大 100×，局部放大 400×; 下同

图 4 肝脏病理组织切片 ( HE 染色，100 ×、400×)

2. 5 小鼠肝脏 NF－κBp65 免疫组化切片

小鼠肝脏 NF－κBp65 免疫组化检测结果如图 5 所

示。与正常组相比，LD 组核内 NF－κBp65 核表达量

增加 ( P＜0. 01) ，在 LSY+LD 组、HSY+LD 组中核内

NF－κBp65 表达量降低 ( P ＜ 0. 01 ) ; HSY+LD 组与

LSY+LD 组相比差异极显著 ( P＜0. 01) 。
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A． NC 组; B． LD 组; C． LSY+LD 组; D． HSY+LD 组

图 5 免疫组化法 SY 对肝脏组织 NF－κBp65 表达的影响 ( DAB 染色，100 ×、400×)

3 讨论

药物性肝损伤 ( drug－induced liver injury，DILI)
是由一些传统的化学药物、草药、膳食补充剂以及其

他的外源性物质，通过不同途径进入体内; 或药物代

谢产物及由于特殊体质对药物的超敏感性或耐受性降

低而导致的肝脏损伤、慢性肝炎、急性肝衰竭等肝功

能异常的总称［18－21］。LPS /D－GalN 联合给药可在短时

间内引起严重的肝细胞炎症反应和过氧化应激反应，

其病理特征与临床上病毒性肝炎所造成的损伤相似，

因此，由 LPS /D－GalN 联合给药建造小鼠肝损伤模

型，被广泛应用于保肝药物的研究。根据已有的文

献，在 LPS /D － GalN ( 30 ～ 100 μg /kg LPS + 600 ～
700 mg /kg D－GalN) 联合给药剂量的基础上进行给

药剂量的摸索［22－25］。研究结果表明，600～700 mg /kg
的 D－GalN 药物剂量造成的肝损伤无法逆转，因此本

试验降低 D－GalN 的给药剂量进行建模摸索。根据

《药物性肝损伤基层诊疗指南》中肝细胞损伤型、混

合型以及肝血管损伤型的模型评判标准，血清生化学

特征 ALT≥3 倍正常上限 ( ULN) 即证明肝损伤模型

建立成 功，最 终 确 定 以 LPS /D － GalN ( 30 μg /kg +
250 mg /kg) 给 药［26－29］。在 本 试 验 中，与 NC 组 相

比，LD 组 血 清 中 AST、ALT 的 活 性 显 著 升 高，且

ALT≥3 ULN，LSY+LD 组与 HSY+LD 组的 AST、ALT
的活性得到逆转，趋于正常水平; 与 LD 组相比，紫

丁香苷预防给药组随着给药剂量的增加，肝细胞在中

央静脉周围的排列、形态逐渐恢复正常的放射状，炎

性细胞数目减少，淤血减轻。正常生理情况下机体的

抗氧化防御系统如 SOD、CAT 与 GSH 等可以消除过

量 ＲOS，避免肝脏的氧化应激反应，维持肝功能正

常; 但当肝功能受损时，抗氧化防御系统的激活受到

抑制，过多的 ＲOS 无法被完全清除，从而在肝脏位

置发生剧烈得脂质过氧化，进一步损害肝功能［30－32］。
在本研究中，给予 LPS /D－GalN 后 SOD、CAT 活性降

低，GSH 含量降低，与现有研究结果相符合; 与 LD
组相比，LSY+LD 组、HSY+LD 组的 SOD、CAT 活性
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升高，GSH 含量上调，且具有剂量依赖性，证明 SY
可以通过激活机体的抗氧化防御系统，从而刺激抗氧

化酶的产生，减轻机体的脂质过氧化。此外，LPS /D
－GalN 造成肝损伤另一主要原因是 LPS 与巨噬细胞表

面的 Toll － 4 ( TLＲ4 ) 受 体 相 结 合， 通 过 TLＲ4 /
MYD88 途径使得 NF－κBp65 亚单位 S536 发生磷酸化

反应被激活，从而发生核转位与靶向的 DNA 结构域

结合，调节下游炎性细胞因子的转录，从而造成炎性

因子不可控的增加，如 IL－6，IL－1β、TNF－α 等炎

性因子的剧增［33－37］。本文研究中利用总 NF－κBp65
抗体进行免疫组化，结果表明与 NC 组相比 LD 组

NF－κBp65 的核转移率增高，且与蓝染的细胞核颜色

发生重叠呈现乌黑色，IL－6、IL－1β、TNF－α 因子的

表达显著升高; 在 SY 的干预下 NF－κBp65 核转移率

下降，IL－6、IL－1β、TNF－α 表达显著降低，证明

SY 可以通过抑制 NF－κBp65 的激活，抑制其发生核

转移，从而抑制了下游的炎性因子的表达，降低肝脏

的炎性反应。
综上，本试验结果显示紫丁香苷对 LPS /D－GalN

诱导的小鼠急性肝损伤具有保护作用，其作用机制可

能与抑制 NF－κBp65 蛋白在肝脏的激活，抑制炎性因

子 IL－6、IL－1β、TNF－α 的产生，促进肝脏抗氧化

酶的产生有关。
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