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蛇床子素改善小鼠实验性肝损伤机制的研究

孙武,周兵,毛国梁,彭静,刘银华

(皖南医学院第一附属医院,弋矶山医院病理科,安徽 芜湖 241000)

摘 要:目的 探讨蛇床子素对四氯化碳(CCl4)诱导的实验性小鼠肝损伤的作用及其相关机制。方法 18只C57BL/6
小鼠随机分成3组:①空白对照组:小鼠每天给予80μL玉米油腹腔注射;②CCl4 造模组:给小鼠腹腔注射CCl4(0.07g/

kg),1周3次,共持续3周,诱发肝组织损伤;③蛇床子素组:在小鼠腹腔注射CCl4(0.07g/kg)3周后,提前24h给予小

鼠腹腔注射蛇床子素(0.1g/kg),共1次。摘取小鼠眼球提取血浆,测定转氨酶指标谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶

(AST)的表达水平,了解肝脏损伤情况;提取小鼠肝组织,检测丙二醛(MDA)、谷胱甘肽(GSH)氧化应激指标的变化情

况;采用实时荧光定量聚合酶链式反应(real-timePCR)检查小鼠肝组织炎症指标:白介素-1β(interleukin,IL-1β)、IL-6以

及肿瘤坏死因子α(tumornecrosisfactor-alpha,TNF-α)mRNA的表达情况;利用蛋白质免疫印迹(Westernblot)技术观

测肝组织AMPK蛋白磷酸化水平情况。结果 CCl4 作用后小鼠转氨酶指标 AST和 ALT明显升高(P<0.01),氧化

应激 MDA水平显著上调(P<0.01),GSH生成受到抑制(P<0.01),炎症因子IL-1β、IL-6和TNF-αmRNA的表达水

平升高(P<0.01),蛇床子素处理后这些指标明显逆转(P<0.05或P<0.01),表明肝功能明显改善。CCl4 作用后肝

组织AMPK磷酸化显著增强,蛇床子素可以抑制该蛋白的磷酸化(P<0.05)。结论 蛇床子素可以改善CCl4 引起的

肝损伤:具体原因可能与减轻氧化应激,下调炎症因子表达有关,相关信号通路可能与其抑制AMPK的磷酸化有关。
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Studyonmechanismofostholeinimprovingexperimentalliverinjuryinmice

SunWu,ZhouBing,MaoGuoliang,PengJing,LiuYinhua

(DepartmentofPathology,YijishanHospital,TheFirstAffiliatedHospital
ofWannanMedicalCollege,Wuhu241000,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectsofostholeonliverinjuryinducedbycarbontetrachloride
(CCl4)inmiceanditsrelatedmechanism. Methods EighteenC57BL/6micewererandomlydividedinto3
groups:①Blankcontrolgroup:micewereintraperitoneallyinjectedwith80μLcornoileveryday;②CCl4
modelgroup:micewereintraperitoneallyinjectedwithCCl4(0.07g/kg)threetimesaweekfor3weekstoin-
ducelivertissueinjury;③Ostholegroup:Afterthree-weekintraperitonealinjectionwithCCl4(0.07g/kg),

micewereintraperitoneallyinjectedwithosthole(0.1g/kg)24hinadvance,onceintotal.Andthentheeye-
ballsofthemicewereextractedforplasmaextraction,andtheexpressionlevelsofalanineaminotransferase
(ALT)andaspartateaminotransferase(AST)weremeasuredtounderstandtheliverinjury.Micelivertissues
wereextractedtodetectthechangesofoxidativestressindexes,malondialdehyde(MDA)andglutathione
(GSH).Realtimefluorescencequantitativepolymerasechainreaction(real-timePCR)wasusedtodetectthe
inflammatoryindexesofmicelivertissues:themRNAexpressionofinterleukin-1β(IL-1β),IL-6andtumor
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necrosisfactor-α(TNF-α).ThephosphorylationofAMPKproteininlivertissueswasdetectedbyWestern
blot. Results AfterCCl4treatment,ASTandALTsignificantlyincreased(P<0.01);MDAlevelinoxida-
tivestresssignificantlyincreased(P<0.01);GSHproductionwasinhibited(P<0.01),andthemRNAex-
pressionlevelsofinflammatoryfactorsIL-1β,IL-6andTNF-αincreased(P<0.01).Theseindexesweresig-
nificantlyreversedafterostholetreatment(P<0.05orP<0.01),indicatingthatliverfunctionwassignifi-
cantlyimproved.ThephosphorylationofAMPKinlivertissuewassignificantlyenhancedafterCCl4treat-
ment,andostholecouldinhibitthephosphorylationofAMPKprotein(P<0.05). Conclusion Ostholecan
reduceCCl4inducedliverinjury.Thespecificreasonsmayberelatedtoreducingoxidativestress,down-regula-
tingtheexpressionofinflammatoryfactors,andassociatedsignalingpathwaysmayberelatedtoitsinhibition
ofAMPKphosphorylation.
  Keywords: osthole;CCl4;inflammation;oxidativestress

  肝脏是机体内源性和外源性物质生物转化的桥

梁,在人体的物质代谢、解毒和物质转运等方面起着重

要的调节作用[1]。肝细胞产生的抗氧化酶系统可以对

抗外来的活性氧和氮自由基等,正常情况下两者处于

动态平衡[2]。但当氧化应激损伤超过自身清除能力,
自由基超负荷后,肝脏是最易受到损害的器官之一[3]。
自由基作用于细菌的细胞壁以及蛋白质、脂质和DNA
等大分子,氧化后诱发肝炎、肝纤维化、肝硬化甚至肝

癌[4]。同时,氧化应激改变了细胞实质和细胞外基质

比例,促进免疫反应产生,其所释放的炎症介质通过反

馈环路进一步加重肝损伤[5]。中国大约有3亿人遭受

肝病的困扰。然而目前治疗肝损伤的药物主要是消除

炎性刺激,没有大的突破,因而迫切需要探寻更有效的

治疗手段。近年来很多植物提取物进入研究者视线,
在实验中也表现出良好的肝保护作用。香豆素化合物

提取物质蛇床子素,主要存在于伞形科植物科属果实

中。其中植物蛇床的果实含量最高,由此命名[6]。在

其他植物中,如芸香科和豆科植物,蛇床子素含量也比

较高,提取容易,成本不高。蛇床子素的核心结构主要

包括香豆素和异戊烯结构,其中异戊烯结构在抵抗细

菌、病毒等方面具有十分重要的意义。随着研究的不

断深入,蛇床子素抗氧化作用和抗炎功效也被挖掘出

来[7]。蛇床子素也可以逆转肝细胞脂肪变性,减少甘

油三酯从头合成,减轻肝细胞炎症的作用[8]。本研究

中,采用腹腔注射四氯化碳(CCl4)诱导肝细胞损伤,制
造小鼠实验性肝损伤模型,观察蛇床子素作用效果,对
其作用机制进行了基本的探究。

1 材料与方法

1.1 实验动物 皖南医学院附属弋矶山医院中心实

验室提供的SPF级别的C57BL/6小鼠,体重19~21
g,实验动物许可证为:SYXK(皖)2018-004。

1.2 实验耗材 抗体AMPK购于美国的CST公司,
货号:SC-101630;蛇床子素,货号:CS-B0915,购于碧

云天生物公司;PKA 抑制剂 H89,货号:130964-39-5

购自 MCE公司;试剂盒谷丙转氨酶(ALT),货号:

abs580002;谷草转氨酶(AST),货号:abs580004,购自

爱必信公司;丙二醛(MDA)试剂盒,货号:A003-1购

于南京建成生物公司;CCl4,货号:56-2-5,购于南京试

剂商城。

1.3 实验方法

1.3.1 小鼠肝纤维化造模 ①空白对照组:小鼠每天

给予80μL玉米油腹腔注射;②CCl4 造模组:给小鼠

腹腔注射CCl4(0.07g/kg),1周3次,共持续3周,诱
发肝组织损伤;③蛇床子素组:在小鼠腹腔注射CCl4
(0.07g/kg)3周后,提前24h给予小鼠腹腔注射蛇床

子素(0.1g/kg),共1次。PKA抑制剂 H89组小鼠:
在给予蛇床子素前30min,小鼠腹腔注射PKA抑制

剂H89(0.01g/kg)。蛇床子素给药剂量在预实验中

进行了摸索,0.1g/kg为最有效剂量。

1.3.2 小鼠血清 ALT/AST活性检测及肝脏组织

GSH、MDA水平检测 小鼠血清ALT/AST活性检

测以及小鼠肝脏组织GSH、MDA水平均按照试剂盒

说明书进行检测。

1.3.3 炎症因子real-timePCR检测 采用Taqman
逆转录试剂盒,将 RNA逆转录成cDNA。Real-time
PCR应用SYBRPremixExtaqTM(台湾生工公司),
反应体系为:SYBRPremixExtaqTM5μL,模板2.5

μL,引物0.5μL,蒸馏水2.0μL。反应体系:95℃先

预变性6min,之后80℃变性1min,总计循环40次。
采用AppliedBiosystems7500real-timePCRSystem
进行扩增,解析扩增曲线和分离曲线。数据以GAP-
DH为内参,采用2-△△G法分析计算。引物序列,见
表1。

1.3.4 Westernblot检测小鼠肝组织AMPK蛋白磷

酸化表达情况 将空白对照组、CCl4 造模组以及蛇床

子素组三组小鼠组织匀浆,提取各组小鼠总蛋白,

BCA法检测各组总蛋白浓度,根据标准曲线计算上样

量,100℃加热变性,取30μg蛋白样品行SDS-PAGE
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表1 引物名称和序列

名称(人源) 序列(5′-3′)

IL-1β F:GAATGACGCCCTCAATCAAAGT
 R:TCATCTTGGGCAGTCACATACA
IL-6 F:CCTGAACCTTCCAAAGATGGC

R:TTCACCAGGCAAGTCTCCTCA
TNF-α F:GAGGCCAAGCCCTGGTATG

R:CGGGCCGATTGATCTCAGC
GAPDH F:TGTTCGTCATGGGTGTGAACC

R:GCAGTGATGGCATGGACTGTG

(聚丙烯酰胺凝胶电泳)反应,采用湿转法将蛋白转移

至PVDF膜上(转膜时间90min)后用2.5%的BSA
于室温封闭15min;洗膜3次,每次10min;然后加入

相应的一抗,4℃摇床孵育过夜;TBST液洗去膜上未

结合的一抗,每次10min,共洗3次;加入 HRP标记

的二抗,室温孵育1h;TBST液洗去未结合的二抗,每
次10min,共3次;加入ECL发光液进行曝光摄影。
拷贝数据使用ImageJ分析色带的灰度值。实验共重

复3次。

1.3.5 小鼠肝组织苏木素-伊红(hematoxylineosin,

HE)染色 收集小鼠病变处肝脏组织标本放于中性甲

醛溶液固定22~24h后,酒精梯度脱水、透明、浸蜡;
莱卡自动染色机染色,中性树胶封固,显微镜下观察。

1.3.6 天狼星红染色 石蜡切片脱蜡至蒸馏水,天

狼星红染色液1h,流水冲洗10s,0.5%醋酸20s,无
水乙醇1min3遍,二甲苯1min3遍中性树胶封片。

1.4 统计学方法 所有的实验数据均通过软件SPSS
18.0进行分析。计量资料以(췍x±s)表示,多组间比较

使用单因素方差分析,两两比较采用LSD-t检验,P
<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 蛇床子素对CCl4 诱导的小鼠肝损伤的作用效果

 首先检测小鼠血浆ALT、AST水平,CCl4 作用引起

的急性肝损伤后肝脏转氨酶指标明显升高,显著高于

对照组(P<0.01),蛇床子素组小鼠ALT、AST的活

力低于CCl4 组小鼠(P<0.05或者P<0.01)。实验

结果见表2。肝组织 HE染色显示:正常对照组小鼠

肝细胞结构完整,纤维结构正常,没有明显肝脂质沉

积;CCl4 组小鼠的肝细胞脂质蓄积明显增加,肝细胞

之间纤维间隔增宽,中性粒细胞、淋巴细胞等炎细胞浸

润比例明显增加;蛇床子素组小鼠 HE染色显示小鼠

肝脏脂质蓄积明显减少,中性粒细胞、淋巴细胞等炎症

细胞的浸润比例相对于CCl4 造模组小鼠降低。天狼

星红染色观察肝纤维化水平,正常对照组小鼠肝细胞

结构完整,未发生明显纤维化改变;CCl4 造模组小鼠

肝脏纤维化面积明显增加;蛇床子素组小鼠肝脏纤维

化指标较CCl4 造模组小鼠明显减少,见图1。

表2 蛇床子素对CCl4 诱导的小鼠急性肝损伤

       ALT、AST水平的影响   单位:U/L

组别 n ALT AST

正常对照组 6 30.96±3.54 24.36±6.29
CCl4 造模组 6 116.76±6.79a 103.61±15.03a

蛇床子素组 6 96.44±5.97c 86.37±5.03b

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常对照组比

较,a:P <0.01;与 CCl4 造模组比较,b:P <0.05,c:P <
0.01。

A.正常对照组 HE染色;A1.正常对照组天狼星红染色;B.
CCl4 造模组 HE染色;B1.CCl4 造模组天狼星红染色;C.蛇床

子素组 HE染色;C1.蛇床子素组天狼星红染色。

图1 各组小鼠肝组织 HE染色和

天狼星红染色镜下表现

2.2 蛇床子素对CCl4 肝损伤小鼠谷胱甘肽(GSH)、

MDA活力的影响 CCl4 作用小鼠后GSH生成显著

受到抑制,氧化应激水平 MDA 的表达显著上调。

CCl4 造模组小鼠 MDA活性明显高于正常对照组小

鼠(P <0.01),GSH 与之比较也明显减少(P <
0.01);蛇床子素组小鼠 GSH 生成明显高于CCl4 造

模组小鼠(P <0.05),MDA 活力显著降低(P <
0.05)。见表3。小鼠在CCl4 诱导急性肝损伤后,其
炎症因子IL-1β、IL-6和 TNF-αmRNA 表达明显升

高,显著高于正常对照组(P<0.01)。蛇床子素组小

鼠炎症因子mRNA表达明显低于CCl4 造模组(P<
0.05或P<0.01)。见表4。

2.3 PKA抑制剂 H89对蛇床子素炎症因子表达的
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影响 CCl4 造模组小鼠炎症因子IL-1β、IL-6和TNF-
αmRNA水平明显高于对照组(P<0.01),蛇床子素

组小鼠炎症因子IL-1β、IL-6和TNF-αmRNA相较于

造模组小鼠明显减少(P<0.05或P<0.01)。H89
组小鼠炎症因子IL-1β、IL-6和TNF-αmRNA水平相

较于蛇床子素组小鼠,并没有明显的改变,差异无统计

学意义。见表5。

表3 蛇床子素对CCl4 急性肝损伤GSH、

         MDA生成的影响   单位:mmol/L

组别 n GSH MDA

正常对照组 6 1.56±0.11 6.30±1.49
CCl4 造模组 6 0.81±0.15a 12.16±1.74a

蛇床子素组 6 1.13±0.17b 9.63±0.74b

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常对照组比

较,a:P<0.01;与CCl4 造模组比较,b:P<0.05。

表4 蛇床子素对CCl4 急性肝损伤炎症指标的影响

组别 n IL-1β IL-6 TNF-α
正常对照组 6 1.55±0.63 3.55±2.86 1.58±0.92
CCl4 造模组 6 73.13±12.58a 62.01±11.74a 6.93±1.89a

蛇床子素组 6 24.63±9.87c 44.81±5.92b 4.55±0.92b

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常对照组比较,a:P<0.01;与CCl4 造模组比较,b:P<0.05,c:P<0.01。

表5 PKA抑制剂 H89对CCl4 急性肝损伤炎症指标的影响

组别 n IL-1β IL-6 TNF-α
正常对照组 6 3.47±1.23 4.22±1.86 2.08±1.34
CCl4 造模组 6 67.13±10.58a 57.33±7.74a 10.24±2.69a

蛇床子素组 6 27.55±8.96c 38.64±6.78b 5.49±1.27b

H89组 6 26.44±6.77c 40.02±5.79b 6.78±2.99b

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与正常对照组比较,a:P<0.01;与CCl4 造模组比较,b:P<0.05,c:P<0.01。

2.4 蛇床子素对AMPK蛋白磷酸化水平的影响 与

正常对照组小鼠比较,CCl4 引起的肝组织损伤可以显

著上调肝脏 AMPK蛋白的磷酸化水平(P <0.01);

蛇床子素组小鼠 AMPK 蛋白的磷酸化水平相较于

CCl4 造模组小鼠有所降低(P<0.05)。见图2。

注:A.Westernblot检测各组小鼠AMPK蛋白水平的磷酸化情况;B.各组小鼠蛋白表达水平的灰度值比较。

与正常对照组比较,**P<0.01;与CCl4 造模组比较,#P<0.05。

图2 各组小鼠AMPK蛋白磷酸化水平表达水平

3 讨论

临床上,蛇床子素一直作为治疗皮肤病的药物。
先前的研究表明,蛇床子素可以对抗对乙酰氨基酚引

起的肝损伤[9-10],也可以调节酒精性脂肪肝[11]。本研

究中,蛇床子素能够明显改善CCl4 引起的肝组织损

伤,降低肝脏转氨酶ALT、AST的水平,表现出良好的

肝脏保护作用,这与先前的研究结果相一致[12]。
氧化应激在肝损伤中扮演着十分重要的作用,肝

脏源源不断的诱导内源性抗氧化酶系统产生各种抗氧

化物质如超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽-s-转移酶

(GST)、过氧化氢酶(catalase)和GSH 等来对抗体内

外自由基引起的损伤。自由基会损害肝实质细胞,导
致慢性炎症反应。本研究发现CCl4 诱导的小鼠肝脏

高炎症活性可以被蛇床子素逆转,基于此本研究检测

了脂质过氧化产物 MDA,发现蛇床子素可以显著抑制

该产物的产生。这与很多药物使用CCl4 造模的结果
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相同[13]。同时升高了体内GSH 水平,维持了机体内

相对的稳态环境,促进了机体的抗氧化作用。由此表

明,蛇床子素的调节作用是抑制体内脂质过氧化,促进

了还原性产物生成,以维持正常的稳态条件。
蛇床子素通过抑制磷酸二酯酶4(PDE4),上调

cAMP水平,从而发挥强大的抗炎作用。在本研究中

发现了蛇床子素可以抑制炎症因子(IL-1β、IL-6、TNF-
α)的表达水平,但是使用PKA抑制剂 H89后,并不能

逆转蛇床子素的肝脏保护效应,表明蛇床子素对CCl4
肝损伤机制的调节并不是通过cAMP/PKA 信号通

路。其实蛇床子素的生物学活性多样,可以抑制巨噬

细胞的活化,抑制库弗斯细胞的激活[14]。因此,蛇床

子素升高cAMP水平可能不是其主要的抗炎机制,具
体的作用通路可能更加复杂多样。

先前已有文献报告 AMPK磷酸化水平增加能够

促进肝脂质蓄积,导致肝脂肪变性[11]。但是具体的作

用机制仍不清楚,可能与增加脂肪酸的合成,减少脂肪

酸的运输和抑制脂肪酸的氧化相关。但是在不同的模

型、不同的细胞器其功能是不一样的,显示出其差异化

的调节功能。因为AMPK有3个亚基,不同的亚基被

磷酸化后,不同活性位点激活后功能也并不相同。有

文献表明在 AMPK蛋白的上游肝激酶B1(LKB1)激
活后,能够 通 过 Ca2+ 通 道 激 活 钙 调 素 依 赖 性 激 酶

(CaMKK)进行磷酸化 AMPK的苏氨酸172位点,进
而调控线粒体的生物合成和增强脂肪酸的氧化[15]。
但是在胰岛素刺激后,AMPK的丝氨酸位点485/491
位点会被磷酸化,从而增加脂肪酸的合成,促进细胞内

脂质蓄积[16]。因而,对于这一多位点的蛋白调节,各
种信号通路会相互交错,具体机制需要具体分析。

综上所述,本研究主要通过CCl4 造模诱导肝损伤

模型,发现蛇床子素能够部分减缓其损伤效应,其效应

并不依赖cAMP/PKA通路,可能是通过调节 AMPK
磷酸化水平进而发挥作用。但该研究还有很多不足,
仍需进一步对AMPK磷酸化下游的效应分子进行研

究,如采用AMPK抑制剂观察其对体内、体外实验中

氧化应激和炎症因子水平的影响,检查蛇床子素作用

后具体磷酸化位点,构建更加明确的信号通路,因而后

续需要增加更多的实验方法进行研究。本研究发现蛇

床子素可以缓解CCl4 作用引起的肝损伤,希望该研究

能为临床肝损伤治疗提供新的指导方向,进一步丰富

蛇床子素的药用价值。
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