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■背景资料
内毒素血症和肝
脏疾病之间存在
着互为因果、相
互影响的关系, 并
可能形成恶性循
环, 对患者的生命
安全产生很大威
胁. 所以, 打断该
循环中的某个或
某些链条, 阻止内
毒素对肝脏的进
一步损伤, 是急切
需要我们解决的
问题. 但是迄今为
止, 临床上尚缺乏
特殊有效的手段
治疗内毒素引起
的肝损伤. 抗生素
的应用是无效的, 
L P S拮抗剂不仅
价高, 而且并不能
阻止肝脏病变的
进一步发展. 为了
更好地解答这些
问题, 需要我们对
内毒素引起肝损
伤的机制、疾病
状态和进程有更
为深刻的认识. 建
立适当的动物模
型就是一个明智
的选择.
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Abstract
AIM: To study the lipopolysaccharide (LPS)-induced 
liver injury in D-galactosamine (D-GalN) sensiti-
zed rats at a sub-lethal dose.

METHODS: Forty eight rats were randomly 
divided into three groups (16 for each). The rats 
in each group were further divided into model 
(n = 8) and control group (n = 8). The rats in the 
model group received intraperitoneal injections 
of LPS (50 μg/kg) and D-GalN (300 mg/kg) in 1 
mL stroke-physiological saline solution (SPSS), 
while the rats in the control group were treated 
with SPSS only. The tissue and blood samples 
were collected at 6, 24, and 48 h, respectively. 
The contents of serum alanine aminotransferase 
(ALT), aspartate transaminase (AST) and total 
bilirubin (TBIL) were detected. The morphologi-
cal changes were observed by hematoxylin and 

eosin (HE) staining. The apoptosis of liver cells 
was detected by TUNEL assay, and the expres-
sion of tumor necrosis factor-α (TNF-α), inter-
leukin-1b (IL-b), and bax gene were detected by 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR).

RESULTS: Blood biochemical indicators, such 
as ALT, AST, and TBIL, were significantly 
higher in the model rats than those in the con-
trols at 6 h, which reached the peak at 24 h, and 
sustained high levels at 48 h. By naked eyes, 
sporadic, punctiform and lamellar hemorrhagic 
spots were observed on the surface of swell-
ing and pale liver with tenacious texture in the 
model rats. Congestion, piecemeal necrosis and 
infiltration of inflammatory cells appeared at 6 
h, and cellular vacuolar degeneration, engorge-
ment, focal necrosis and neutrophil infiltration 
were observed at 24 h. At 48 h, vacuolar de-
generation appeared in a majority of liver cells, 
and structural disorder of liver lobule and spot 
necrosis were observed. The apoptotic indexes 
of the liver cells at 24 and 48 were 20.6 ± 3.3% 
and 21.2 ± 5.7%, respectively (P > 0.05), whereas 
the apoptotic index was only 4.3 ± 1.2% at 6 h in 
the model rats. The percentage of apoptotic cells 
was 15.83% in the model rats, and 0.39% in con-
trols (P < 0.001) at 24 h. In the model rats, the ex-
pression of TNF-α and IL-1b were significantly 
up-regulated at all time points and reached the 
peak at 6 h. There was no expression of bax in 
the controls, but 6, 24, 48 h after LPS induc-
tion, the relative expression rates of bax were 
0.193 ± 0.062, 0.191 ± 0.043, and 0.209 ± 0.031, 
respectively.

CONCLUSION: LPS can induce acute liver injury 
in D-GalN-sensitized rats at a sub-lethal dose. 
Apoptosis is the important morphological fea-
ture in this process, which may be associated 
with LPS-induced bax expression.
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摘要
目 的 :  探 讨 脂 多 糖 ( L P S ) 对 D - 半 乳 糖 胺
(D-GalN)致敏大鼠在亚致死剂量下的肝损伤
作用. 

方法: 48只大鼠随机分为三大组, 即6 h、24 h
和48 h取材组, 每组各16只动物; 每个大组再
分为两个小组, 即处理组和对照组, 各8只大
鼠. 所有处理组大鼠均以LPS(50 µg/kg)+D-
GalN(300 mg/kg), 用1 mL无菌生理盐水溶
解后腹腔内注射, 对照组大鼠仅腹腔内注射1 
mL生理盐水. 在相应时间点, 采血查谷丙转氨
酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)和胆红素(BIL); 
肝组织常规固定, HE染色后光镜检查; 肝组织
细胞凋亡的TUNEL分析采用多聚甲醛固定; 
肝组织炎性细胞因子TNF-a、IL-1b和细胞凋
亡诱导基因bax的表达通过RT-PCR的方法检测. 

结果: 所有处理组大鼠ALT、AST和TBIL在
6 h内即显著升高, 24 h达到峰值, 48 h仍维
持于高水平; 肝脏大体形态显示: 肝脏明显肿
胀、失去正常红润光泽而略显苍白、表面见
散在的点状及片状出血点、质地偏韧; HE染
色可见药物处理6 h, 肝组织即呈现充血, 碎片
状坏死和大量炎性细胞浸润. 24 h肝细胞开始
空泡变性、肿胀, 并见大片坏死及中性粒细胞
浸润. 48 h则多数肝细胞空泡状变性, 肝组织
小叶结构紊乱, 点状坏死, 炎症细胞浸润较前
减少. TUNEL分析显示, 对照组未见凋亡的肝
细胞, 6 h处理组仅见少量凋亡细胞, 凋亡指数
(AI)为4.3±1.2%, 24 h和48 h处理组肝组织内
则见较多的凋亡细胞, AI分别为20.6±3.3%、

21.2±5.7%, 但两者P >0.05; 24 h处理组凋
亡细胞百分数为15.83%, 对照组凋亡细胞占
0.39%, 两组间存在显著差异(P <0.001); 处理
组各时间点TNF-a、IL-1b的表达均较对照组
显著升高, 其高峰值出现于6 h. 对照组未见
bax的表达, 而LPS的应用后6, 24, 48 h的相对
表达率为0.193±0.062、0.191±0.043、0.209
±0.031.

结论: 亚致死剂量LPS可造成D-GalN致敏大
鼠的急性肝损伤; 细胞凋亡是该急性损伤的
重要病理形态学改变, 而凋亡的发生可能与
LPS诱导bax 的表达有关; 本模型是较理想的
内毒素性急性肝损伤的实验动物模型. 

关键词: 内毒素; 急性肝损伤; 动物模型; 凋亡
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0  引言

内毒素(endotoxin)是革兰氏阴性细菌细胞壁外

层成分, 其主要化学物质并对人体产生毒性作

用的成分是脂多糖(lipopolysaccharide, LPS). 休
克、缺血-再灌注胃肠衰竭、创伤和严重烧伤

等重症患者, 内毒素血症是很常见的. 肝硬化、

急、慢性及重症肝炎等肝病患者, 由于胃肠屏障

功能的降低和/或肝脏单核巨噬细胞系统特别是

肝枯否细胞的损伤, 往往合并有肠源性内毒素血

症. 韩德五[6]在1995年就已经提出了肝功能衰竭

的内毒素机制, 认为内毒素血症特别是肠源性内

毒素血症是肝功能衰竭发生的物质基础. 目前虽

然累积了大量LPS致肝损伤的证据, 但临床上尚

缺乏特殊的有效治疗手段. 一个重要的理由可

能在于LPS肝损伤动物模型建立有困难, 因为啮

齿类动物大多对LPS存在抵抗[24]. 既往采用大剂

量LPS体内注射的方法, 因可造成包括肝脏在内

的多脏器功能衰竭, 使肝损伤病理生理进程的深

入研究存在一定困难, 而小剂量外源LPS的应用

又往往难以达到理想的观察数据. 有研究[3]证实, 
D-半乳糖胺(D-galactosamine, D-GalN)的应用能

大大增加实验鼠对LPS的敏感性, 使LPS的动物

致死效应增加2 500倍以上. 我们在该研究的基

础上, 采用小剂量LPS/D-GalN处理动物建立实

验模型. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 健康♂Wistar大鼠, 体质量200±
10 g, 由南昌大学医学院动物科学部提供.
1.1.2 动物饲养 依据文献[21,25], 实验前1 wk领
取动物, 分笼饲养, 给予自由进食和饮水. 室温维

持25℃, 并每隔12 h开灯照明.
1.1.3 试剂 LPS和D-GalN购自美国Sigma公司; 
DeadEndTM Colorimetric TUNEL System购自美

国Promega公司.
1.2 方法

1.2.1 动物处理方法 48只大鼠随机分为三大组, 
即6 h、24 h和48 h取材组, 每组各16只; 每个

大组再分为两个小组, 即处理组和对照组, 各
8只. 所有处理组大鼠均以LPS(50 μg/kg)+D-
GalN(300 mg/kg), 用1 mL无菌生理盐水溶解后

腹腔内注射, 对照组大鼠仅腹腔内注射1 mL生
理盐水. 在相应时间点, 即6, 24和48 h采用麻醉

处死动物, 从门静脉或下腔静脉采血查ALT、
AST、BIL等; 迅速切取肝脏置预冷的PBS液中, 

■研发前沿
细胞凋亡在急性
肝损伤肝衰竭中
的地位和作用机
制及有效治疗方
法的探讨.
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剪成小块(约50-100 mg)置液氮以备RT-PCR检

测; 固定备送光镜和TUNEL分析; 制备肝细胞悬

液送流式细胞检测.
1.2.2 TUNEL分析 参照文献[26], 肝组织用40 g/L
多聚甲醛固定后, 进行石蜡包埋、切片, 切片常

规脱蜡、水化, 再用TUNEL检测试剂盒按说明

书步骤进行. 最后常规DAB显色, 苏木素复染, 
中性树胶封固. 计算凋亡指数并判定肝细胞凋

亡程度: 细胞核呈棕褐色染色为阳性, 未染成棕

褐色者为阴性.
1.2.3 RT-PCR 参照文献[27], 肝组织(50-100 mg)
总RNA提取用TRIzol试剂(Invitrogen, USA)按
操作说明进行. 2 mg总RNA作为模板用于第一

链cDNA的合成, 采用M-MLV RT kit(Promaga, 
USA)试剂盒进行. PCR引物设计利用Pr imer 
Prem ier5.0软件(Prem ierB iosoft, CA)设计完

成. 引物序列及产物长度见表1. 反应条件为: 
TNF-α、IL-1b和b-actin: 95℃预变性5 min; 95℃
变性45 s, 55℃退火45 s, 72℃延伸1 min, 共38
个循环; 最后总延伸72℃ 6 min. bax和b-actin: 
95℃ 5 min; 95℃ 45 s, 57℃ 45 s, 72℃ 1 min, 共
38个循环; 最后72℃ 6 min.
1.2.4 流式细胞术 制备细胞悬液, 按FITC-Annexin 
V Apoptos is Detect ion Ki t操作, 对细胞进行

Annexin V/PI双染, 通过双变量流式细胞仪检测

细胞凋亡率. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 组

间比较用方差分析.

2  结果

2.1 血生化检测结果 所有处理组动物血ALT、
AST和TBIL在6 h内即呈现显著的升高, 24 h达
到峰值, 48 h仍维持于高水平. 但在48 h, ALT的
水平较24 h已有显著的降低(P <0.01)(表2).

2.2 肝大体形态学的改变 肉眼观察, 对照组肝

脏形态正常, 被膜光整、色泽红润、质地柔软; 
24 h和48 h处理组之肝脏则明显肿胀、失去正

常红润光泽而略显苍白、表面见散在的点状及

片状出血点、质地偏韧. 48 h处理组片状出血

更少见, 而更显苍白(图1).
2.3 光镜检查结果 对照组肝组织, HE染色显示

肝小叶结构完整, 无肝细胞变性坏死现象; 6 h
处理组肝组织, 见少量充血, 碎片状坏死, 大量

炎性细胞浸润; 24 h处理组切片, 肝组织结构尚

存, 肝细胞肿胀, 部分细胞空泡变性, 并见大片

灶状坏死, 其中可见多量中性粒细胞浸润; 48 h
处理组切片, 肝组织小叶结构紊乱, 大部分肝细

胞空泡状变性, 肝细胞肿胀, 体积增大, 肝细胞

点状坏死, 间质有少量炎症细胞浸润(图2).
2.4 细胞凋亡的TUNEL分析 对每组的不同时

间点观察2张切片, 每张切片分析5个视野, 每

    

表  1  PCR引物序列及产物长度

                                                                                    产物长

                                                                                             度 (bp)

TNF-α    正义: 5'-CTGGGCAGCGTTTATTCT-3'

               反义: 5'-TTGCTTCTTCCCTGTTCC-3'             249

IL-1b      正义: 5'-CCTTCTTTTCCTTCATCTTTG-3'

               反义: 5'-ACCGCTTTTCCATCTTCTTCT-3'      372

bax          正义: 5'-GACACCTGAGCTGACCTTGG-3'

               反义: 5'-GAGGAAGTCCAGTGTCCAGC-3'     310

b-actin   正义: 5'-ACACTGTGCCCATCTACGAGG-3'

               反义: 5'-AGGGGCCGGACTCGTCATACT-3'   621

基因                                   引物序列

→

A

B

C

图  1  大鼠肝脏大体形态. A: 对照组; B: 24  h处理组; C: 

48  h处理组.
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A B

C D

图  2  大鼠肝组织光镜检查结果 (×200). A: 对照组; B: 6 h处理组; C: 24 h处理组; D: 48 h处理组.

A B

C D

图  3  大鼠肝组织细胞凋亡的TUNEL分析结果 (×200). A: 对照组; B: 6 h处理组; C: 24 h处理组; D: 48 h处理组.

    

表  2  各组大鼠血ALT、AST和TBIL检测结果

组别                       h                                       ALT (nkat/L)                                          AST (nkat/L)                                 TBIL (μmol/L)

对照组                                                  1 102.2±53.4                                5 292.2±626.3                              9.4±1.2

处理组                 6                               6 656.6±1 386.1b                                          10 589.5±1 873.7b                                        15.8±6.7b

                                             24                             53 072.6±10 604.5bd                                    67 250.9±15 748.1bd                                   59.6±8.7bd

                          48                             25 150.2±9 452.2bdf                       66 155.4±13 694.0bd                    58.8±10.1bd

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  6  h组; fP<0.01 vs  24  h组.

■创新盘点
1  亚 致 死 剂 量
LPS/D-GalN的应
用引起的动物急
性肝衰竭, 是理想
的内毒素性急性
肝损伤动物模型. 
2  细胞凋亡是该
模型动物最主要
的肝脏病理学改
变. 
3  肝细胞凋亡的
机制可能与Bcl-2
家族蛋白有关.
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个视野计数100个细胞核 ,  计算凋亡细胞百

分比的均数, 即为凋亡指数(apoptot ic index, 
AI)[7]. 显微镜下, 凋亡的肝细胞多表现为细胞

皱缩(cell shrinkage)、染色质浓集(chromatin 
condensation), 细胞核呈棕褐色着色, 凋亡小体

也呈阳性着色. 对照组肝组织切片, 未见凋亡细

胞; 6 h处理组, 肝组织内见少量凋亡细胞, AI为
4.3±1.2%; 24 h和48 h处理组肝组织内则见较

多的凋亡细胞, AI分别为20.6±3.3%、21.2±
5.7%, 两者比较无统计学差异(P >0.05)(图3).
2.5 流式细胞检查结果(图4) 24 h处理组: 凋
亡细胞百分数(包括早期和晚期凋亡细胞)为
15.83%、坏死细胞百分数为3.17%, 存活细胞百

分数为81%; 对照组: 凋亡细胞占0.39%、坏死细

胞占0.58%、正常存活细胞占99.03%. 两组间存

在显著差异(P <0.001).
2.6 TNF-α、IL-1b和bax的基因表达 处理组各时

间点TNF-α、IL-1b的表达均较对照组显著升高, 
其高峰值出现于6 h; 对照组未见bax的表达, 而
LPS的应用则诱导了bax的表达(表3, 图5).

3  讨论

内毒素主要是肠源性的. 肠道是体内巨大的细
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图  4  24  h处理组大鼠细胞凋亡的流式细胞检查. A: 对照

组; B: 24 h处理组.
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图  5  各组大鼠TNF-α、IL-1b和bax  mRNA表达琼脂糖电泳

凝胶图.

    

表  3  各组大鼠TNF-α、IL-1b和bax  mRNA的相对表达率

组别                                 对照组                                        6  h                                         24  h                                        48  h

TNF-α                    0.368±0.037                       0.664±0.083b                     0.605±0.056b                     0.474±0.017b

IL-1β                      0.043±0.004                       0.701±0.061b                     0.407±0.038b                     0.389±0.045b

bax                                     0                                0.193±0.062b                     0.191±0.043b                     0.209±0.031b

bP<0.01 vs  对照组.

菌库, 其中定植着大量的革兰氏阴性细菌. 革兰

氏阴性细菌死亡细胞壁崩解或活菌以发泡形式

释放LPS, 因而肠道内积存有大量的LPS. 在正

常情况下, 小量间歇进入门静脉的LPS, 被肝枯

否细胞吞噬而清除. 病理情况下, 肠黏膜吸收的

LPS显著增加和/或肝枯否细胞功能低下, 引起

肝脏的损伤性反应. LPS对肝脏的毒性影响主要

有二: (1)促进肝星状细胞(HSCs)分泌多种炎性

细胞因子, 如TNF-α、IL-1b和IL-6等[8]. 这些炎

性因子特别是TNF-α的作用可造成凋亡性肝细

胞死亡及炎性细胞的浸润. 浸润的炎细胞可进

一步造成肝细胞的损伤, 形成恶性循环; (2)LPS
可直接或通过炎性因子的作用破坏血管内皮细

胞的完整性, 造成微血管损伤及微血栓的形成, 
引起肝内出血和肝细胞的坏死[5]. 

由于啮齿类动物对LPS的低反应性, 因此

我们利用D-GalN致敏大鼠. 以往的研究证实[3], 
D-GalN的单独应用, 并不会造成动物死亡, 也不

会影响肝细胞的功能, 对血清内炎性细胞因子

水平也不产生影响. D-GalN的主要作用在于耗

竭肝细胞内UTP储备而大大增强LPS的肝毒性. 
Mignon et al [4]研究发现, 动物经LPS/D-GalN处

理后, 出现了典型暴发性肝衰竭的表现, 在10 h
内100%动物死亡, 肝组织的病理学检查见死亡

的肝细胞超过95%, 而其他脏器(心脏、脾脏和

■应用要点
1  内毒素性急性
肝损伤肝衰竭机
制、治疗方法的
研究. 
2 其他TNF-α性肝
衰竭作用机制及
治疗的研究.
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肺)的组织学检查则未见任何损伤表现, 这提示

LPS/D-GalN诱导的肝细胞损伤具有器官特异

性. 其他作者用LPS/D-GalN处理实验鼠后, 也引

起了动物暴发性肝衰竭, 6 h内即可见大片肝细

胞凋亡及微血管损伤后的出血坏死表现, 但动

物大多在6-12 h内即死亡[5]. 这种极高的动物死

亡率不利于肝损伤机制的探讨和药物治疗远期

效应的研究. 目前认为一个理想的动物模型应

该符合以下条件[13]: 与人类疾病特征相似, 病变

有一定的发展过程, 形成率高, 死亡率低, 重复

性好, 造模简便易行. 因此, 我们采用亚致死剂

量的LPS/D-GalN处理动物. 
本实验中, LPS在6 h内即造成了D-GalN致

敏大鼠发生急性肝损伤、肝功能衰竭; 24 h进
入疾病进程的高峰期, 如血生化指标ALT、AST
和TBIL达峰值, 肝内渗出、出血和肝细胞的坏

死、凋亡显著增多; 48 h, ALT开始明显降低(可
能与肝细胞膜开始修复有关), 肝内出血减少, 渗
出有所吸收, 但肝内空泡变性明显增多(可能由

于肝内缺血缺氧影响了正常肝细胞的能量代谢, 
肝细胞内水分增多的结果). 另外, 我们还证实, 
损伤鼠肝组织内炎性细胞因子TNF-α和IL-1β的
表达在损伤早期即显著增高并迅速达峰值(6 h
内), 介导并启动了内毒素的肝损伤过程. 文献表

明, LPS可激活Toll样受体4(Toll-like receptor-4, 
TLR4)[20]. 作为一个先天性免疫系统的传感器

(sensor), TLR4的激活促进了单核巨噬细胞系统, 
特别是肝枯否细胞对TNF-α等炎性细胞因子的

大量分泌[21]. TNF-α是LPS诱导D-GalN致敏鼠肝

损伤的关键性分子[14-16,28], 在LPS性急性肝损伤

和其他炎性细胞因子的产生中起中心作用[17-19]. 
已知急性肝衰竭的发生是肝细胞的急性大

量死亡不能为细胞增生所补偿的结果[30]. 我们

发现, 损伤肝组织肝细胞死亡的主要形式为坏

死和凋亡. 其他的研究证实急性肝衰竭患者肝

细胞的死亡表现亦为凋亡和坏死[9], 并认为凋亡

是其主要的病理改变. 对病毒性和内毒素等非

病毒性损伤因子引起的肝损伤的研究也发现肝

内呈现显著的细胞凋亡现象[11]. 因此细胞凋亡在

急性损伤性肝组织中具有普遍性意义. 人体肝

组织学检查[1]和动物实验[2]均证实了凋亡在急性

肝损伤、肝衰竭的细胞死亡中起重要作用. 现
在认为, 肝细胞凋亡是肝衰竭分子机制中最重

要的事件[29]. 凋亡是肝细胞对各种损伤因子(包
括内毒素)作用的第一个细胞反应[2], 而坏死则

往往出现于细胞凋亡之后[10,31], 肝细胞的凋亡过

程对随之出现的肝细胞坏死的形成起着至关重

要的作用[10]. 所以对细胞凋亡机制的研究能够较

深刻地揭示内毒素性急性肝损伤、肝衰竭的本

质和规律. Bcl-2家族蛋白是细胞凋亡的重要调

控因子[23], 但在急性肝损伤中的作用的研究却较

少. 我们证实了LPS可显著地诱导细胞凋亡通路

中的关键基因bax的表达. bax的高表达可启动细

胞凋亡的线粒体通路[22], 并对内质网应激通路产

生重要影响[12]. 但LPS通过何种方式诱导bax的
表达, bax又在多大程度上对肝损伤、肝细胞凋

亡产生影响, 还需要作进一步的研究. 研究的关

键仍然需要建立可靠的动物模型. 
总之, 亚致死剂量LPS/D-GalN的应用所建

立的动物模型符合以下内毒素性急性肝损伤的

诊断标准: (1)内毒素引起; (2)急性肝衰竭表现; 
(3)炎性细胞因子主要是TNF-α介导的肝损伤; 
(4)内毒素对肝内血管破坏所造成的肝内出血; 
(5)坏死和凋亡是主要的病理形态. 因而, 该模型

为我们提供了一个与人类内毒素性急性肝损伤

疾病进程与疾病状态相关的准确而可靠的平台. 
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