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Abstract
AIM: To explore the roles of nuclear factor-
kappa B and its downstream factors such as 
tumor necrosis factor-α (TNF-α) and Bcl-2 in 
acute hepatic injury and their machanisms.

METHODS: A total of 90 male Wistar rats were 
randomly and averagely divided into normal 
group, TAA (thioacetamide) model group and 
PDTC (pyrrolidine dithiocarbamate) pretreated 
group. The rats in each group were killed 6, 24 
and 48 h after induction of the model, 10 rats for 
each time point. Chromogenic substrate limulus 
amebocyte lysate method was used to examine 
the level of plasma endotoxin, and radioim-
munoassay was performed to detect the level of 
plasma TNF-α. Liver tissues were collected for 
pathological examination by immunohistochem-

istry, and the apoptotic index of hepatic cells 
was also measured.

RESULTS: As compared with those in the 
normal group, the levels of plasma endotoxin 
(EU/mL) and TNF-α (μg/L) were significantly 
increased (endotoxin: 0.64 ± 0.08 vs 0.23 ± 0.02, P 
< 0.01; 0.96 ± 0.14 vs 0.25 ± 0.02, P < 0.01; 1.15 ± 
0.17 vs 0.25 ± 0.03, P < 0.01; TNF-α: 5.97 ± 1.07 vs 
1.44 ± 0.52, P < 0.01; 12.52 ± 2.09 vs 1.57 ± 0.62, P 
< 0.01; 10.76 ± 1.95 vs 1.49 ± 0.57, P < 0.01), and 
the activities of NF-κB and Bcl-2 in liver tissues 
were enhanced (NF-κB: 87.11% ± 8.23% vs 4.64 
%± 1.82%, 78.55% ± 6.82% vs 4.58% ± 1.91%, 
74.27% ± 6.26% vs 4.73% ± 1.89%, all P < 0.01; 
Bcl-2: 51.11% ± 4.23% vs 6.74% ± 3.93%, 71.59% ± 
6.82% vs 6.68% ± 3.88%, 82.19% ± 8.54% vs 6.81% 
± 4.14%, all P < 0.01) in the TAA group. With 
prolonging of TAA treatment, the apoptotic 
index of hepatic cells were increasing, and the 
pathological changes becoming notable. After 
the activity of NF-κB was inhibited by PDTC, 
the pathologcal injury was alleviated. 

CONCLUSION: TNF-α is activated in TAA-in-
duced acute liver injury, and NF-κB aggravates 
hepatic injury by regulating its downstream 
gene expression.

Key Words: Acute liver injury; Nuclear factor-kappa 
B; Tumor necrosis factor-α; Bcl-2; Immunohisto-
chemistry; Radioimmunoassay
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摘要
目的: 探讨核因子-κB(nuclear factor-kappa B, 
NF-κB)及其下游因子TNF-α、Bcl-2在急性肝
损伤的作用及机制. 

方法: ♂Wistar大鼠90只随机分为正常组, 硫
代乙酰胺(TAA)造模组及脯氨酸二硫代氨基

®

■背景资料
核因子-κB是一种
广泛存在于体内
多种细胞的核转
录因子. 除能介导
多种炎性介质转
录表达外, 他也参
与细胞凋亡的调
控, 主要通过调控
凋亡相关的重要
基因表达. 研究表
明NF-κB及其调
控产物的过度表
达在肝脏慢性炎
症、肝纤维化的
发生及发展中起
重要作用. 但NF-
κB在急性肝损伤
中作用及机制研
究较少.

■同行评议者
谭德明, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科
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甲酸酯(PDTC)预处理组(n  = 30). 三组大鼠分
别于造模完成后6、24、48 h 3个时间点处死, 
每个时间点各取10只大鼠. 鲎试剂显色基质法
测定大鼠血浆内毒素, 放免法测定血浆TNF-α
水平, 取肝脏行病理学及免疫组化检测, 制备
肝脏单细胞悬液检测肝细胞凋亡指数.

结果: 与正常组相比, TAA组在6、24、48 h时间
点均可见血浆内毒素(EU/mL)及TNF-α(μg/L)水
平明显升高(内毒素: 0.64±0.08 vs  0.23±0.02, 
P <0.01; 0.96±0.14 vs  0.25±0.02, P <0.01; 1.15
±0.17 vs  0.25±0.03, P <0.01; TNF-α: 5.97±
1.07 vs  1.44±0.52, P <0.01; 12.52±2.09 vs  1.57
±0.62, P <0.01; 10.76±1.95 vs  1.49±0.57, 
P <0.01), 肝组织NF-κB及Bcl-2明显活化(NF-
κB: 87.11%±8.23% vs  4.64%±1.82%, 78.55%
±6.82% vs  4.58%±1.91%, 74.27%±6.26% 
vs  4.73%±1.89%, 均P <0.01; Bcl-2: 51.11%±

4.23% vs  6.74%±3.93%, 71.59%±6.82% vs  
6.68%±3.88%, 82.19%±8.54% vs  6.81%±

4.14%, 均P <0.01). 随着时间延长, 肝细胞凋
亡指数增加, TAA组肝脏病理变化明显, 抑制
NF-κB活性后, 可见肝脏病理变化减轻.

结论: TAA所致急性肝损伤中, TNF-α水平明
显升高, 发挥了促炎及诱导凋亡作用. 其促凋
亡作用相对拮抗Bcl-2抗凋亡作用. NF-κB通
过调控其下游基因加重肝脏损伤.

关键词: 急性肝损伤; 核因子-κB; 肿瘤坏死因子

-α; Bcl-2; 免疫组化; 放免法
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0  引言

核因子-κB(nuclear factor-kappaB, NF-κB)是一

种广泛存在于体内多种细胞的核转录因子, 参
与多种疾病的病理生理过程, 在机体的免疫和

炎症反应及凋亡调控等方面发挥着重要作用[1]. 
NF-κB除了能介导多种炎性介质转录表达外, 他
也参与了细胞凋亡的调控, 主要是通过调控凋

亡相关的重要基因表达. 其对细胞凋亡的调控

具有两种截然不同的作用: 抗凋亡或促凋亡. 细
胞类型和刺激的类型、凋亡诱导因素不同导致

NF-κB发挥不同的作用. TNF-a, Bcl-2为NF-κB
下游2个重要的与凋亡相关基因. 目前NF-κB及
其下游因子TNF-κ, Bcl-2在急性肝损伤中的作用

及机制的相关研究较少, 故本实验采用硫代乙

酰胺造模方法就此问题进行探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 硫代乙酰胺(TAA)购自天津市大茂化学

仪器供应站. 脯氨酸二硫代氨基甲酸酯(PDTC) 
购于Sigma公司. 内毒素试剂盒购于湛江海洋生

物制品厂. TNF-α放免试剂盒购于北京尚柏生物

医学技术有限公司. DAB试剂盒购自福州迈新生

物技术开发有限公司. NF-kB P65 mAb购自北京

中山生物技术有限公司. Bcl-2 mAb购自武汉博

士德生物工程有限公司. 其余化学试剂均为市售

分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 分组及造模: ♂Wistar大鼠90只随机分为正

常组(30只), TAA造模组(30只)及PDTC预处理组

(30只). TAA造模组大鼠予硫代乙酰胺(TAA)300 
mg/kg sc, 24 h后以相同剂量重复皮注1次, 48 h
造模完成; PDTC预处理组于建立急性肝损伤模

型前1 h ip PDTC 100 mg/kg; 正常组予同等剂量

生理盐水皮注. 三组大鼠分别于造模完成后6、
24、48 h 3个时间点处死, 每时间点各取10只
大鼠. 
1.2.2 检测指标: 血浆内毒素测定: 采用鲎试剂显

色基质法; 血浆TNF-α检测采用放免法测定; 肝
脏病理学检测: 将经处理的肝脏组织制成常规

石蜡切片, HE染色后进行组织学检查. SP法(链
霉素抗生物素蛋白-过氧化酶)免疫组化检测肝

脏组织中NF-kB及Bcl-2活性. 结果判定: NF-kB
细胞染色呈黄色或棕黄色为阳性, 定位于细胞

核和(或)细胞质. Bcl-2细胞染色呈黄色或棕黄色

为阳性, 定位于细胞质. 每张切片取5个高倍镜

视野(每个视野>500个细胞), 分别计算阳性率, 
阳性率 = 阳性细胞数/总细胞数×100%. 肝细胞

凋亡指数检测: 将肝脏组织制备成单细胞悬液, 
按1∶3体积加入冷乙醛内固定, 4℃, 过夜. 次日

首先600转离心5 min, 洗去乙醛, 弃上清, 用PBS
反复洗3次, 弃上清, 调整细胞数为1×109/L, 过
350目纱网. 加入RNASE 100 mL混匀, 37℃水浴

30 min, 然后加入碘化丙锭(PI)400 mL, 室温下避

光染色30 min. 送流式细胞仪待测.
统计学处理 采用SPSS12.0软件处理数据. 

实验数据以mean±SD表示, 组间比较用t检验, 
P <0.05认为有统计学意义.

2  结果

2.1 各组肝组织NF-κB和Bcl-2免疫组化结果 

■研发前沿
目前, NF-κB及其
下游基因TNF-a, 
Bcl-2在硫代乙酰
胺所致急性肝损
伤中作用及机制
的研究尚未见报
道.



www.wjgnet.com

2806                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年9月8日      第16卷     第25期

TAA造模组各时间点均可见NF-κB明显活化, 于
造模后6 h升高即达到峰值, 至24-48 h NF-κB活
性仍保持在较高水平. PDTC组各时间点NF-κB
活化抑制. TAA造模组各时间点Bcl-2表达显著

升高, 随着时间的延长, Bcl-2表达也随之升高. 
PDTC组各时间点Bcl-2表达明显降低(表1).表1).).
2.2 各组血浆内毒素及T N F-α含量检测分析 
TAA造模组各时间点血浆内毒素含量明显升高, 
随着时间的延长, TAA组内毒素的含量也随之升

高. PDTC组各时间点血浆内毒素含量降低. TAA
组各时间点TNF-α水平显著升高, 于造模后6 h
开始升高, 24 h达到最高峰; PDTC组各时间点

TNF-α水平明显降低(表2).表2).).
2.3 各组肝细胞凋亡指数结果 TAA组各时间点

肝细胞凋亡指数明显增加. 随着时间的延长, 肝
细胞凋亡指数也随之增加. PDTC组各时间点肝

细胞凋亡指数降低(表3).表3).).
2.4 各组肝组织病理结果 正常组大鼠肝组织, 肝
小叶结构正常, 清晰. 肝窦清晰无扩张, 无明显

炎性细胞浸润. TAA 6 h组大鼠肝组织, 灶状坏

死, 肝细胞肿胀, 肝细胞质疏松, 偶见细胞空泡

样变性, 炎性细胞浸润, 肝小叶尚清晰. TAA 24 
h组大鼠肝组织, 片状坏死, 肝细胞高度肿胀, 体
积变大, 部分细胞空泡变性, 可见肝细胞核碎裂, 
炎性细胞明显浸润, 肝小叶尚清晰, 肝索排列不

整齐. TAA4 8 h组大鼠肝组织, 大片状坏死, 出
血, 肝小叶不清, 结构紊乱, 肝索排列紊乱. 可见

少数尚存肝细胞, 肝细胞核碎裂或消失, 大量炎

性细胞浸润. PDTC各组肝组织病理改变较TAA
组同时间点明显减轻(图1).

3  讨论

越来越多的证据表明, 一种转录调节因子可以

在不同类型的细胞中表现出多种各异的生物学

效应, 通过这一机制, 使纷繁复杂的基因表达控

制趋于最经济, 又不失其特异性; 细胞核因子

NF-κB正是这样一种具有多向性调节作用的蛋

白质因子. NF-κB除了能介导多种炎性介质转录

■相关报道
研究表明, 一种转
录调节因子可以
在不同类型的细
胞中表现出多种
各异的生物学效
应 ,  通 过 这 一 机
制, 使纷繁复杂的
基因表达控制趋
于最经济, 又不失
其特异性.

表  1  各组肝组织NF-κB及Bcl-2免疫组化结果 (mean±SD, %)

     
分组

			                    NF-κB		   		               Bcl-2

		         6 h		   24 h	           48 h		     6 h	                24 h	          48 h

对照组	                4.64±1.82          4.58±1.91        4.73±1.89         6.74±3.93          6.68±3.88         6.81±4.14

TAA组	              87.11±8.23b       78.55±6.82b     74.27±6.26b      51.11±4.23b       71.59±6.82b      82.19±8.54b

PDTC预处理组      31.88±4.14bd     27.58±3.44bd   26.67±3.88bd     27.45±3.37bd     32.58±3.91bd     35.94±4.67bd

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  TAA组.

表  2  各组血浆内毒素含量检测结果 (mean±SD)

     
分组

			                 内毒素(EU/mL)		   	         TNF-α(mg/L)

		         6 h		   24 h	           48 h		     6 h	                24 h	          48 h

对照组	                0.23±0.02          0.25±0.02        0.25±0.03         1.44±0.52          1.57±0.62         1.49±0.57

TAA组	                0.64±0.08b         0.96±0.14b       1.15±0.17b        5.97±1.07b       12.52±2.09b      10.76±1.95b

PDTC预处理组        0.42±0.05bd       0.54±0.07bd     0.65±0.07bd      3.52±0.90bd       5.47±0.99bd       4.36±0.95bd

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  TAA组.

表  3  各组肝细胞凋亡指数结果比较 (mean±SD, %)

     
分组			    6 h		      24 h		               48 h

对照组		            3.11±0.42	               3.67±0.51	          	       3.40±0.49

TAA组		          19.26±1.83b	             43.25±3.91b	     67.43±7.04b

PDTC预处理组	         18.54±1.79b	             29.21±2.81bd	     41.73±3.94bd

bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  TAA组.
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表达外, 也参与了细胞凋亡的调控. 主要是通过

调控凋亡相关的重要基因表达. 其对细胞凋亡

的调控具有2种截然不同的作用: 抗凋亡或促凋

亡. TNF-a, Bcl-2为NF-κB的下游基因, 在两者的

启动子上存在着NF-κB的结合位点[2-3]. PDTC是
一种抗氧化剂, 对NF-κB的活化有明显的抑制作

用. 本实验通过PDTC抑制NF-κB活性, 动态研究

下游基因TNF-a及Bcl-2的变化来探讨NF-κB的
作用及机制. 

TAA所致的急性损伤同时伴有内毒素血症

形成[4]. 血浆内毒素水平升高, 刺激细胞内的NF-
κB, 使之活化. NF-κB激活后可促进多种炎症介

质如细胞因子、黏附分子、趋化因子等基因的

转录, 在炎症反应中起重要作用[5]. NF-κB活化在

炎症反应时复杂的细胞因子网络中可能是中心

环节, 生成大量炎性介质[6], 从而产生炎性级联

放大作用. 在这个过程中, TNF-a是最关键的促

炎介质, 在内毒素性急性肝损伤和其他炎性细

图  1  肝组织病理结果. A: 正常肝脏组织(×200); B: TAA 6 h组; C: TAA 24 h组; D: TAA 48 h组; E: PDTC 6 h组; F: PDTC 

24 h组; G: PDTC 48 h组.

A B

C D

E F

G

■应用要点
本文通过动态观
测NF-kB及其下
游 因 子 T N F - α , 
B c l - 2表达变化 , 
探讨其在急性肝
损伤中作用及机
制, 为今后临床肝
衰竭的治疗提供
一定的理论基础. 
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胞因子的产生中起重要作用[7]. 同时, TNF-a也发

挥着促凋亡效应, 主要由TNF-R1介导. TNF-R1
的激活导致了多种凋亡途径的激活, 包括促凋

亡的Bcl-2家族蛋白、活性氧、c-Jun NH2-末端

激酶、组织蛋白酶B、酸性鞘磷脂酶及中性鞘

磷脂酶. 这些途径密切相关并主要作用于线粒

体, 线粒体释放致凋亡因子及其他物质, 导致细

胞凋亡[8]. NF-κB通过调控TNF-a发挥着促炎及

促凋亡作用. 
同时, 活化的NF-κB激活其下游基因Bcl-2, 

Bc l-2过度表达后可与NF-κB在细胞质内形成

Bcl-2-NF-κB复合物. 一方面, 该复合物限制NF-
κBp65-P50进入细胞核, 另一方面他可与NF-
κBp65-P50在细胞核内竞争结合位点. Bcl-2蛋白

是最重要的抗凋亡物质, 其抗凋亡机制是: (1)抑
制凋亡蛋白酶Caspase的激活, 阻止凋亡事件的

发生; (2)直接的抗氧化作用; (3)抑制线粒体释放

促凋亡的蛋白质, 如细胞色素C; (4)抑制促凋亡

蛋白Bax、Bak的细胞毒作用[9]. NF-κB通过调控

Bcl-2发挥抗凋亡作用. 
分析本试验结果: (1)TAA造模组各时间点

血浆内毒素含量明显升高 ,  随着时间的延长 , 
TAA组内毒素的含量也随之升高. 说明急性肝

损伤出现内毒素血症, 且随着造模时间的延长

而逐渐加重. (2)TAA造模组各时间点均可见NF-
κB明显活化, 于造模后6 h升高即达到峰值, 至
24-48 h NF-κB活性仍保持在较高水平. 血浆

TNF-a于造模后6 h开始显著升高, 24 h达到最

高峰, 高峰时间滞后于NF-κB. 分析急性肝损伤

伴发内毒素血症, 血浆内毒素升高, 刺激细胞内

的转录因子NF-κB, 使之活化. 活化后的NF-κB
可增强TNF-a、IL-6等炎症因子的转录, 促进

TNF-a、IL-6等细胞因子生成和释放增多, 进而

持续激活NF-kB, 保持NF-kB在较高活化水平. 
(3)TAA造模组各时间点Bcl-2表达显著升高. 随
着时间的延长, Bcl-2表达也随之升高. 分析活化

后的NF-kB一直维持于较高活化水平, 其促进了

Bcl-2表达. (4)TAA所致急性肝损伤早期, NF-kB
及下游基因TNF-a, Bcl-2表达即明显增加, 提示

肝脏受到损伤信号刺激时, NF-kB活化并启动

下游促凋亡和抗凋亡基因的表达, 同时也启动

了损伤和修复程序. 随着时间的延长, 肝细胞凋

亡指数增加, 提示在急性肝损伤过程中, 诱导凋

亡机制占优势. (5)造模组肝脏病理变化提示NF-
kB加重肝脏损伤. (6)用PDTC抑制NF-kB的活性

后, TNF-a水平明显下降, Bcl-2表达降低, 肝细

胞凋亡指数降低, 肝脏病理改变减轻. 
总之, NF-kB加重肝脏损伤的机制可能为: 

细胞中的NF-kB在未受到适当刺激时与IkB抑制

蛋白结合在一起, 处于未活化状态. 内毒素刺激

细胞内转录因子NF-kB活化, 激活枯否氏细胞和

肝内单核细胞释放TNF-a. NF-kB表达增强, 激
活下游基因Bcl-2, 通过调控Bcl-2发挥其抗凋亡

作用. TNF-a作为炎症细胞因子, 不仅可激活细

胞因子级联反应, 而且可促进氧自由基、NO、

细胞色素C等物质生成, 诱导肝细胞凋亡, 其促

凋亡作用相对抑制Bcl-2的抗凋亡作用, 最终诱

导肝细胞大量凋亡. 故NF-kB通过调控其下游基

因发挥着促凋亡作用, 同时促进炎症因子的大

量释放, 发挥促炎作用, 使肝脏的损伤越来越严

重, 终致肝功能衰竭. 
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本研究设计合理, 
数据可信, 具有一
定的创新性和科
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