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·实验研究·

丹参改善小鼠慢性酒精性肝损伤机制的研究

熊宗斌 吴 萍 黄云峰 张 力 黄艳君 袁 萍 叶笃筠

摘要 目的 探讨丹参改善小鼠慢性酒精性肝损伤的机制。方法 建立小鼠慢性酒精性肝损伤模型，

采用苏木素3伊红（?,45:"@7-6>3,"96>，?2）染色，观察丹参干预后肝组织形态学改变，逆转录多聚酶链式反
应（A,B,A9,:A5>9=A6C:6">C"-74,A59,=D56>A,5=:6">，E+3FGE）检测肝组织:"--样受体*（:"---6H,A,=,C:"A*，

+IE*）4E!J及血红素氧合酶3&（D,4,"@7K,>59,3&，?L3&）4E!J的水平，以免疫组织化学方法检测+IE*
蛋白表达水平。结果 丹参能减轻酒精所引起的肝细胞脂肪变性、坏死，下调+IE*4E!J表达及?L3&
4E!J表达，并能使+IE*阳性细胞数明显减少。结论 丹参可通过对+IE*信号传导途径的影响来减少
酒精所引起的肝损伤。
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丹参（=$0</$’/0&/)%%,/:$[<>K,）是一种常用中
药，有活血化瘀、安神宁心、抗氧化等功效，其临床应用

范围广泛〔&〕。以往的研究业已证明，丹参可通过提高

血中超氧化物歧化酶的活性，清除细胞内氧自由基，从

而发挥抗炎及增强机体免疫作用〔&，’〕，对四氯化碳等造

成的肝细胞损伤也有明显的保护作用〔$〕。新近有学者

研究发现丹参对酒精所致的肝损伤同样具有改善作

用〔*〕，但其作用机制不甚明了。本研究对其改善作用

的可能机制进行了初步探讨。

材料与方法

& 药品及试剂 丹参注射液：上海通用药业股份
有限公司第三公司，批号：%$%1)(，每毫升相当于丹参

&\0K。E+3FGE相关试剂：+A6W"-（N>B6:A"K,>公司）；

X3XI]逆转录酶、L-6K"（8:）等（FA"4,K5公司）；+5Z
!̂JF"-74,A59,、E>596>（华美生物工程公司）；+IE*
引物（北京赛百盛基因技术有限公司）；免疫组化相关

试剂（北京中山生物技术有限公司）；一抗（+IE*羊抗
鼠抗体，V5>:5GA<W公司）。

’ 动物分组及处理 昆明种小鼠，体重&)"’&
K，雌雄兼用，(周龄，由华中科技大学同济医学院动物
实验中心提供。按文献〔0〕方法，将$%只小鼠随机分成
$组，每组&%只。酒精组：每天以0%_酒精’%4-／HK
灌胃’次，小鼠自由饮食；对照组：小鼠自由饮食及饮
水；丹参治疗组：按酒精组灌胃，并同时按04-／HK腹
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腔注射丹参注射液，小鼠自由饮食。!周后处死所有
小鼠，分别取各组动物肝脏用于检测。

" 形态学检查 取动物的肝右叶，置#$%中性
福尔马林固定液中过夜，石蜡包埋、切片。常规&’染
色：常规脱蜡，&’染色，脱水、透明，封片观察。

( )*+(,+-.及&/0#,+-.的+)012+检测

(3# 引物序列〔4〕 目的基因鼠)*+(上游引物

5’0.6)666)2..66..2.6..62.0"’，下游
引物5’02))).22.62)2.)))2)2.220"’；内
参照!0789:;，上游引物5’0)66..)22)6)662.
)22.)6...20"’，下游引物5’0)....262.62)
2.6)..2.6)2260"’，扩增产物大小分别为"##
<=，"(><=，；&/0#上游引物

〔?〕5’02.22.622.2.2
.62.2).20"’，下游引物5’02.222.2222)2
....6.2.0"’。扩增产物大小为#$(@<=。

(3@ 按试剂盒方法，取肝组织总+-.及逆转录
合成8A-.，12+扩增及电泳。12+扩增条件：目的
基因)*+(、&/0#在(B预变性5,:;，>5B变性#
,:;，5$B退火#,:;，?@B延伸#,:;，最后一次延伸

#$,:;；目的基因扩增"5个循环，内参扩增"$个循
环。扩增产物用含’C的#35%琼脂糖凝胶电泳，在紫
外灯下观察照相。应用图像分析系统软件（DA软件）
处理电泳图谱，以)*+(、&/0#与内参!0789:;的平均
光密度比值进行半定量分析。

5 组织细胞)*+(蛋白的免疫组织化学检测
免疫组化染色（E1法）：参照北京中山生物技术有限公
司试剂盒说明书方法。（#）切片脱蜡至水，"%&@/@室
温孵育，阻断内源性过氧化物酶。（@）水洗，放入抗原
修复液内微波修复。（"）5%"#$%正常山羊血清室温
孵育#$,:;。勿洗，加一抗工作液，(B过夜。（(）1CE
冲洗5,:;，"次。（5）滴加第@代生物素标记二抗工

作液，"?B，"$,:;。（4）1CE冲洗，5,:;"次。（?）滴
加第@代辣根过氧化物酶标记链霉素卵白素工作液，
室温"$,:;。（!）1CE冲洗，A.C显色。（>）水洗。苏
木素复染，脱水，透明，封固。

4 统计学方法 数据用!!F"表示，两组间比较
采用#检验。

结 果

# 丹参注射液对肝组织病理变化的影响 见图

#。在普通光镜下，&’染色检查，观察到对照组肝切
片组织结构肝小叶清晰，肝索排列整齐，肝细胞具有正

常的多边形的细胞形状和结构。胞浆丰富，细胞核结

构清楚呈圆形；酒精组切片中肝细胞发生明显的肿胀，

细胞内有大量的大小不一的脂肪滴，胞质疏松，肝小叶

呈现如网状，有大量的气球样变，细胞核因挤压而偏向

肝细胞边缘，肝小叶内有坏死区；丹参治疗组切片见肝

细胞肿胀，并有脂肪滴，其程度比酒精组明显减轻，肝

小叶内偶见有坏死发生。

@ 丹参注射液对)*+(,+-.表达的影响 对
照组小鼠肝组织可见较低水平)*+(,+-.的表达，
酒精灌胃!周后)*+(,+-.表达显著增加，在丹参
治疗组中，可见)*+(,+-.水平明显降低（$"
$3$5，见图@7、<）。

" 丹参注射液对&/0#,+-.表达的影响 对
照组小鼠肝组织可以观察到&/0#,+-.有较弱表
达，酒精组中&/0#,+-.表达明显增加（$"$3$#），
并且明显高于对照组和丹参治疗组（见图"7、<）。

( 丹参注射液对肝组织)*+(蛋白表达的影响
光镜下，)*+(蛋白免疫组化检查，对照组中偶见

)*+(阳性细胞；酒精组肝组织切片中有明显枯否氏
细胞的阳性表达，阳性细胞胞核多为不规则状，细胞着
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色呈棕褐色；丹参治疗组中，阳性表达的枯否氏细胞较

酒精组显著较少，但比正常对照组多（图!"、#）。

讨 论

在日常生活中，长期大量饮酒对人体的危害已经

引起人们的重视。对酒精性肝病（"$%&’&$(%$()*+,(-.
*"-*，/01）发病机制的研究表明细胞因子不仅参与了
肝脏炎症的发生、肝细胞的坏死和凋亡，以及肝组织的

纤维化和肝硬变的发生，且由激活的23455*+细胞产
生的678.!、90.:等的量与酒精性肝损伤及其损伤程
度有着密切的关系〔;，<〕。
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!"#$作为一类跨膜的受体，是炎症信号传导途
径中的重要组成部分，它能识别细胞外源的微生物或

内源性的配体，激活机体的单核巨噬细胞系统，启动天

然免疫和炎症反应〔%&〕。对酒精肝的研究证实，内毒素

低敏感性的’()／(*+自然突变不表达!"#$的小鼠
在慢性乙醇暴露引起肝损伤中表现出较低程度的损

伤〔%%，%,〕，进一步说明了!"#$及其信号传导途径在酒
精性肝损伤过程中有着极其重要的地位。临床上，丹

参的护肝作用已得到认同，丹参可通过抑制单核巨噬

细胞!-./!、0"/%、0"/1、0"/2等细胞因子的产生，起到
抗炎和增强机体免疫功能的作用〔,〕。在本研究中，我

们观察了丹参对酒精性肝损伤组织!"#$的影响，结
果显示：丹参可显著降低酒精引起的肝组织!"#$
3#-4的高表达，免疫组化染色切片上也反应了

!"#$阳性细胞经丹参治疗后比酒精组明显减少；同
样在(5切片中，可观察到肝脏组织的损伤程度丹参
治疗组比酒精组减轻。

由此我们认为，!"#$减少与肝损伤程度减轻有
明显的相关性，这可能与!"#$在信号传导途径中的
门户作用有关，从而最终影响其他转录因子及炎症等

相关因子的表达；另外，在本实验中，慢性酒精处理组

(6/%3#-4高表达，说明(6/%可能参与了肝损伤过
程，丹参治疗组中，炎症等损伤程度减轻，(6/%3#-4
的表达减少，从而起到增强抗炎的作用。总的来说，丹

参可通过对巨噬细胞系统的信号传导通路及相关信号

分子的影响来实现抗炎护肝的作用。
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