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摘 要 目的：探讨红景天苷（SALD）对对乙酰氨基酚（APAP）诱导肝脏损伤模型小鼠的保护作用及机制。方法：将60只小鼠随

机分为正常组（生理盐水）、模型组（生理盐水）、阳性组（乙酰半胱氨酸，150 mg/kg）和SALD低、中、高剂量组（100、200、300 mg/kg），每

组10只。除正常组外，其余各组小鼠均灌胃500 mg/kg的APAP复制肝损伤模型。造模前1 h，各组小鼠灌胃相应药物，连续5 d。

给药结束后，测定小鼠血清中丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、碱性磷酸酶（ALP）、乳酸脱氢酶（LDH）含量，苏木精-

伊红（HE）染色观察肝组织病理学改变，Western blot法检测肝组织中Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白1（Keap1）（细胞核内）、核转录

因子NF-E2相关因子（Nrf2）（细胞核内）、血红素氧合酶1（HO-1）（细胞质中）、还原型辅酶/醌氧化还原酶（NQO1）（细胞质中）以及

谷氨酸半胱氨酸连接酶（GCLC）（细胞质中）蛋白表达。结果：与正常组比较，模型组小鼠血清中ALT、AST、ALP和LDH含量显著

增加（P＜0.01），肝组织发生肝小叶结构紊乱辨别不清、肝细胞嗜酸性坏死等病变，肝组织中Nrf2、Keap1、HO-1、GCLC蛋白表达水

平显著降低（P＜0.05）。与模型组比较，除SALD低剂量组小鼠血清中LDH含量减少和阳性组小鼠肝组织中Nrf2、Keap1表达水

平升高不显著外，其余各组小鼠上述指标均显著改善（P＜0.05或P＜0.01），且各给药组小鼠肝组织中NQO1蛋白表达水平均显著

升高（P＜0.05或P＜0.01）；各给药组小鼠肝组织病理变化均得到不同程度好转。结论：SALD对APAP诱导的肝损伤具有保护作

用；其机制可能与促进Keap1、Nrf2入核，增强肝组织中NO-1、NQO1和GCLC蛋白表达有关。

关键词 红景天苷；对乙酰氨基酚；肝损伤；小鼠；Kelch样环氧氯丙烷相关蛋1；核转录因子NF-E2相关因子

Effects of Salidroside on Keap1-Nrf2 Signal Pathway in Acetaminophen-induced Liver Injury Model Mice

ZUO Wei，ZHANG Bo，MEI Dan（Dept. of Pharmacy/Union Translational Medicine Center，Peking Union

Medical College Hospital，Chinese Academy of Medical Sciences，Beijing 100730，China）

ABSTRACT OBJECTIVE： To investigate the protection role and mechanisms of salidroside （SALD） on acetaminophen

（APAP）-induced liver injury model mice. METHODS：60 mice were randomly divided into normal group（normal saline），model

group（normal saline），positive group（acetylcysteine，150 mg/kg），SALD low-dose，medium-dose and high-dose groups（100，

200，300 mg/kg），with 10 mice in each group. Except for normal group，other groups were given APAP 500 mg/kg intragastrically

to induce liver injury model. 1 h before modeling，mice were given relevant medicine intrgastrically for consecutive 5 d. After

medication，the serum contents of ALT，AST，ALP and LDH were determined，and the pathohistological changes of the liver

tissue were observed by HE staining. The protein expressions of Keap1 （in tranuclear）， Nrf2 （in tranuclear）， HO-1

（in tracytoplasm），NQO1（in tracytoplasm）and GCLC（in tracytoplasm） in liver tissue were determined by Western blot assay.

RESULTS：Compared with normal group， serum contents of ALT，AST，ALP and LDH in model group were increased
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对乙酰氨基酚（Acetaminophen，APAP）又名扑热息

痛，是一种常用的解热镇痛药，于1893年首次合成，1960

年作为非处方药（OTC），是公认推荐剂量安全有效、胃

肠道不良反应较少的解热镇痛药[1]，但其会导致肝损伤，

这成为限制其临床应用的主要问题之一，至今尚未得到

解决。红景天（Rhodiola rosea L.）为景天科多年生草木

或灌木植物，药用历史悠久。红景天苷（Salidroside，

SALD）是红景天经现代化学分离提取后的主要活性成

分，具有抗疲劳、抗衰老、抗炎、镇痛、调节免疫等多种药

理作用[2-3]。戴博等[4]发现高山红景天对APAP诱导的小

鼠肝损伤具有保护作用，但其作用机制并不清楚。氧化

应激与肝疾病的发生息息相关，APAP代谢过程中产生

的自由基、亲电体和活性氧自由基（ROS）可以引起脂质

过氧化，最终导致肝损伤。无论是酒精性或者非酒精性

脂肪肝疾病，还是药物或者其他化合物导致的肝损伤

中，Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白1（Keap1）-核转录因子

NF-E2相关因子（Nrf2）信号通路在调节氧化应激的过程

中都起到了重要作用[5]。本研究用APAP诱导小鼠肝损

伤模型，观察 SALD 抗药物性肝损伤的作用，并从 Ke-

ap1-Nrf2信号通路出发对其作用机制进行探讨，为阐明

SALD对APAP所致肝损伤的保护作用机制提供参考。

1 材料
1.1 仪器

BX51型显微镜（德国 Leica 公司）；2K16型台式低

温离心机（德国 Sigma公司）；DYY-7C型电泳转移装置

（北京六一仪器厂）；TBA-40FR型全自动生化分析仪（日

本Toshiba公司）。

1.2 药品与试剂

乙酰半胱氨酸（NAC）标准品（批号：1009005，纯

度：98％）、SALD标准品（批号：05410590，纯度：99％）

均购自美国Sigma公司；APAP标准品（上海麦克林生化

科技有限公司，批号：103-90-2，纯度：99％）；丙氨酸转

氨酶（ALT，批号：2014-2401158）、天冬氨酸转氨酶（AST，

批号：2014-2401157）、碱性磷酸酶（ALP，批号：2014-

2401128）、乳酸脱氢酶（LDH，批号：2014-2401131）、胞

浆胞核蛋白提取试剂盒以及辣根过氧化物酶（HRP）标

记的羊抗兔/羊抗小鼠二抗均购自中生北控生物科技有

限公司；Nrf2、Keap1、血红素氧合酶1（HO-1）、还原型辅

酶/醌氧化还原酶 1（NQO1）和谷氨酸半胱氨酸连接酶

（GCLC）、β-肌动蛋白（β-actin）、抗增殖性细胞核抗原

（PCAN）抗体均购自美国Santa Cruz公司。

1.3 动物

C57BL/6小鼠60只，SPF级，♂，体质量23～25 g，由

北京斯贝福实验动物科学技术有限公司提供，实验动物

质量合格证号：SCXK（京）2011-0004。整个实验过程遵

循中国医学科学院北京协和医院动物福利伦理委员会

要求。

2 方法
2.1 分组、造模与给药

将 60只小鼠随机分为6组，每组 10只，分别为正常

组、模型组、阳性组（150 mg/kg NAC）[6]和SALD低、中、

高剂量组（100、200、300 mg/kg）[7-9]。各组小鼠均给予正

常饲料，自由饮水。各给药组小鼠按10 mL/kg灌胃相应

药物，给药后1 h灌胃500 mg/kg 的APAP；正常组和模型

组小鼠灌胃等体积生理盐水，其中模型组小鼠在给予生

理盐水后 1 h 灌胃 500 mg/kg 的 APAP。每天给药 1次，

连续给药5 d。

2.2 血清生化指标检测

末次给药后禁食不禁水，9 h后对小鼠摘除眼球取

血，将血样于室温下静置 120 min，然后以 1 409×g离心

10 min，常规分离血清，采用全自动生化分析仪测定小鼠

血清中ALT、AST、ALP和LDH含量。

2.3 肝组织病理学观察

取血后处死小鼠，取肝大叶同一部分组织，以3％蔗

糖-多聚甲醛溶液（4％多聚甲醛配制）固定，常规制备石

蜡切片（4 μm），脱蜡，水化。行苏木精-伊红（HE）染色，

用自来水和蒸馏水依次洗涤浮色，75％盐酸乙醇分化并

用蒸馏水洗涤，封片，在显微镜下拍照观察各组小鼠肝

组织病理学变化。

2.4 肝组中Keap1-Nrf2信号通路相关蛋白检测

采用 Western blot 法检测小鼠肝组织中 Nrf2、Ke-

ap1、NO-1、NQO1和 GCLC 蛋白表达。取各组小鼠（每

组选4只）肝大叶同一部分组织，称质量，放入预冷的组

织裂解液中裂解30 min，然后将裂解组织收集到1.5 mL

EP 管中进行超声匀浆，将组织匀浆于 4 ℃ 条件下以

13 400×g离心20 min，取上清（为全蛋白）。按照胞浆胞

significantly（P＜0.01）. The liver lobuli hepatis disorder and difficult to recognize，liver cell eosinophilic necrosis and other lesions

were found in liver tissue. The protein expressions of Nrf2，Keap1，HO-1 and GCLC in liver tissue were decreased significantly

（P＜0.05）. Compared with model group，above indexes of all groups were improved significantly（P＜0.05 or P＜0.01），except

that the decrease of LDH content in serum of mice in SALD low-dose group and the expression improvement of Nrf2 and Keap1 in

liver tissue were not significant in positive group. The expression of NQO1 protein in liver tissue of mice was increased

significantly in administration groups（P＜0.05 or P＜0.01）；pathohistological exchange of liver tissue in mice was improved in

adminstration groups to different extent. CONCLUSIONS：SALD can protect APAP-induced liver injury；the mechanism of which

may be associated with promoting Keap1，Nrf2 into the of nucleu and strengthening the protein expression HO-1，NQO1，GCLC

in liver tissue.

KEYWORDS Salidroside；Acetaminophen；Liver injury；Mice；Keap1；Nrf2
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核蛋白提取试剂盒说明分别提取细胞质和细胞核蛋白，

二喹啉甲酸法（BCA）进行蛋白定量。每组取 50 g蛋白

样品上样，十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）

电泳对样品进行分离。分离后进行转膜、封闭，加入相应

一抗（1 ∶1 000）后4 ℃孵育过夜，弃去一抗；TBST洗膜洗

3次，加入二抗（1 ∶ 5 000），室温摇床孵育2 h。加入增强

化学发光液，采用成像软件LAS3000 Image Reader拍照

并保存图像，Quantity one 软件进行图片分析，计算条带

灰度值，以目的蛋白条带条带灰度值与内参（细胞核蛋

白测定以PCAN为内参，细胞质蛋白测定以β-actin为内

参）条带灰度值的比值表示目的蛋白的相对表达量。

2.5 统计学方法

采用SPSS 10.0软件学进行统计分析。数据以 x±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较

采用Turkey’s test法。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 血清生化指标测定结果

与正常组比较，模型组小鼠血清中ALT、AST、ALP

和LDH含量显著增加（P＜0.01）。与模型组比较，各给

药组小鼠血清中ALT、AST、ALP和LDH含量均不同程

度减少，除SALD低剂量组小鼠血清中LDH含量减少不

显著外，其余各给药组小鼠血清中各指标含量均显著减

少（P＜0.01），结果见表1。

表 1 各组小鼠血清中ALT、AST、ALP和LDH含量测

定结果（x±±s，n＝10，U/L）

Tab 1 Content determination of ALT，AST，ALP and

LDH in serum of mice in each group（x±±s，n＝

10，U/L）

组别
正常组
模型组
阳性组
SALD低剂量组
SALD中剂量组
SALD高剂量组

ALT

51.33±66.46

649.34±66.46＊＊

139.87±55.26##

328.54±46.58##

119.36±39.26##

181.67±27.91##

AST

26.52±111.31

800.65±100.42＊＊

136.58±98.91##

486.11±82.31##

135.89±86.46##

191.43±79.26##

ALP

41.96±29.01

195.87±20.33＊＊

84.92±19.05##

86.79±23.01##

81.46±24.46##

124.52±30.61##

LDH

165.53±109.33

1 453.33±83.64＊＊

451.36±85.64##

1 241.86±89.32

501.27±94.47##

857.13±96.64##

注：与正常组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜0.01

3.2 肝组织病理学观察结果

正常组小鼠肝小叶结构清晰，肝索排列整齐，以中

央静脉为中心呈放射状，肝细胞正常。模型组小鼠肝小

叶结构紊乱辨别不清，肝细胞嗜酸性坏死，在汇管区周

围肝细胞促生小脂肪滴（图中箭头所示）。各给药组小

鼠肝组织病理改变均不同程度好转，其中SALD中剂量

组小鼠肝小叶结构清晰，肝细胞坏死少见，偶见油滴出

现。各组小鼠肝组织病理学观察结果见图1。

3.3 肝组织中Nrf2、Keap1、HO-1、NQO1和GCLC蛋

白表达测定结果

与正常组比较，模型组小鼠肝组织中Nrf2（细胞核

内）、Keap1（细胞核内）、HO-1（细胞质中）、GCLC（细胞

质中）蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05）。与模型组

比较，除阳性组小鼠肝组织中 Nrf2（细胞核内）、Keap1

（细胞核内）蛋白表达水平升高不显著外，其余各组小鼠

的其余各蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05 或 P＜

0.01）。各组小鼠肝组织中Nrf2、Keap1、HO-1、NQO1和

GCLC蛋白表达测定的电泳图见图2，测定结果见表2。

表 2 各组小鼠肝组织中Keap1-Nrf2信号通路相关蛋

白表达水平测定结果（x±±s，n＝4）

Tab 2 Determination results of Keap1-Nrf2 signal

pathway related protein expression level in li-

ver tissue of mice in each group（x±±s，n＝4）

组别
正常组
模型组
阳性组
SALD低剂量组
SALD中剂量组
SALD高剂量组

Nrf2/PCAN

0.509±0.101

0.363±0.037＊

0.362±0.045

0.609±0.039##

0.513±0.032#

0.562±0.033#

Keap1/PCAN

0.530±0.019

0.314±0.037＊

0.379±0.029

0.740±0.021##

0.707±0.034##

0.530±0.030#

HO-1/β-actin

0.412±0.059

0.155±0.038＊

0.541±0.041#

0.770±0.029#

1.150±0.021##

0.869±0.027#

NQO1/β-actin

0.776±0.091

0.772±0.079

1.269±0.093#

1.645±0.121##

1.162±0.084#

1.112±0.087#

GCLC/β-actin

0.460±0.047

0.234±0.038＊

0.497±0.069#

0.500±0.065#

0.601±0.050##

0.500±0.063#

注：与正常组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05，##P＜

0.01

4 讨论
APAP 是临床应用广泛的乙酰苯胺类解热镇痛药

图 1 各组小鼠肝组织病理学观察结果（HE 染色，×

100）

Fig 1 Pathohistological observation of liver tissue of

mice in each group（HE staining，× 100）

A.正常组 B.模型组 C.阳性组

D. SALD低剂量组 E. SALD中剂量组 F. SALD高剂量组

图 2 各组小鼠肝组织中Keap1-Nrf2信号通路相关蛋

白表达测定的电泳图

Fig 2 Electrophorograms of determination of Keap1-

Nrf2 signal pathway related protein in liver tis-

sue of mice in each group
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物，是引发药物性肝损伤的常见药物 [10]。20世纪初期

APAP开始得到普遍应用，过量或者同时服用2～3种含

有该成分的药品易发生一系列不良反应，其中最不容忽

视的就是其对肝的损伤，严重时会引发肝衰竭甚至危及

生命[11-12]。因此，APAP诱发的肝毒性已成为研究药物所

致肝疾病的必要内容。

APAP的中毒主要表现为肝小叶中央型肝实质坏死

和细胞网架的塌陷。临床上，肝坏死表现在中毒后几小

时比较明显，伴有 AST、ALT、ALP 和 LDH 的大幅度升

高 [12]，这些指标反应了肝组织坏死的程度。APAP中毒

后可以采取催吐洗胃和导泻等措施。此外，还可以服用

活性炭，吸附肠道内APAP，减少其吸收。而临床最常用

的解毒剂是 NAC，其可通过维持肝组织中谷胱甘肽浓

度，阻止大分子硫醇基团被氧化进而发挥保护作用，故

本研究以其为阳性对照药。

SALD是红景天中最主要的有效成分之一，通常将

其含量作为评价红景天药用价值的重要指标[13]。SALD

具有抗缺氧、清除自由基和抗氧化等作用[14]。本研究发

现，SALD 可以逆转 APAP 引起的小鼠血清中 ALT、

AST、ALP 和 LDH 含量的增加。组织病理结果提示，

SALD还可以改善肝细胞坏死的情况，但 SALD 高剂量

组效果不如中剂量组。有研究报道 [15-16]，SALD对免疫

系统具有激活作用。因此笔者推测，高剂量的SALD可

能诱发了炎症反应，进而抵消了其保护作用，但其具体

原因还需进一步的研究进行验证。

Nrf2是Keap1-Nrf2信号通路中的一个重要因子，其

通过与细胞核内的抗氧化反应原件（ARE）结合，上调抗

氧化酶的表达以抵抗自由基的氧化作用[17]。生理条件

下，Nrf2被Keap1偶联，隔离于细胞的细胞质中；外来刺

激下，Nrf2被激活，从Nrf2-Keap1二聚体释放转移进入

细胞核，继而通过与ARE结合启动下游基因的表达，发

挥其抗氧化作用[18]。本研究结果显示，APAP损伤小鼠

肝组织中 Nrf2、Keap1、HO-1、NQO1和 GCLC 蛋白表达

水平均不同程度降低，而SALD可显著升高上述蛋白的

表达。而Ｎrf2入核后，可与 ARE 结合启动下游 HO-1、

NQO1、GCLC基因的表达，发挥抗氧化作用。

综上所述，SALD 对 APAP 诱导肝损伤具有一定的

保护作用，其机制可能与促进Nrf2和Keap1入核，增强

肝组织中HO-1、NQO1和GCLC蛋白的表达有关，但其

确切作用机制还有待进一步研究。
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