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Abstract
AIM: To investigate the relationship of arsenic-
exposure to liver injury in rats, and to understand 
the effects of activin A (ACTA) and transforming 
growth factor-β1 (TGF-β1) on liver injury.

METHODS: One hundred and ten rats were 
randomly divided into control group, model 
group (NaASO2 100 mg/L ) and spontaneous 
recovery group. Ten rats in control group and 
model group were sacrificed at the end of 1st, 2ed, 
3rd and 4th months. Spontaneous recovery group 
was given sodium arsenite solution for the first 

month. Ten rats in spontaneous recovery group 
were randomly chosen and given tap water, 
then were sacrificed one month later and the 
rest were still given sodium arsenite solution 
after the first month. Then, another 10 rats of the 
rest were given tap water and then sacrificed 
one month later. The last 10 rats were sacrificed 
at the end of the fourth month. The rats were 
sacrificed for the liver function and pathologic 
examination of hepatic tissue. Real-time RT-PCR 
was used to examine the expression of ACTA 
and TGF-β1 mRNA in hepatic tissue of rats.

RESULTS: Liver injury in this spontaneous 
recovery at the end of the one-month arsenic-
exposure was significantly relieved. Serum ALT 
and AST were significantly higher in model 
group than in control group (P < 0.05). Serum 
ALT in spontaneous recovery one month at 
the end of the one, two, three-month arsenic-
exposed group was lower than that of the one, 
two, three-month arsenic-exposed group (49.33 
± 13.51 U/L vs 62.68 ± 23.57 U/L, 62.75 ± 14.40 
U/L vs 64.36 ± 18.24 U/L, 65.74 ± 11.85 U/L vs 
69.36 ± 15.7 U/L, all P < 0.05). ACTA mRNA ex-
pression was significantly higher in 3, 4-model 
groups than those of control group (64.83 ± 28.29 
vs 28.33 ± 18.70, 98.67 ± 26.80 vs 28.33 ± 18.70, 
both P < 0.05). Compared with model group, 
TGF-β expressions in one, two, three-month ar-
senic-exposed groups had statistically significant 
difference. (46.27 ± 18.39 vs 33.64 ± 20.17, 67.06 
± 20.79 vs 33.64 ± 20.17, 88.33 ± 23.42 vs 33.64 ± 
20.17, 110.57 ± 24.23 vs 33.64 ± 20.17, all P < 0.05). 
The expression of TGF-β1 mRNA was lower in 
this spontaneous recovery one month at the end 
of the one, two, three-arsenic-exposed groups 
compared with those in the one, two, three-
arsenic-exposed groups (35.36 ± 16.48 vs 46.27 ± 
18.39, 52.04 ± 21.37 vs 67.06 ± 20.79, 70.69 ± 35.27 
vs 88.33 ± 23.42, all P < 0.05).

CONCLUSION: Liver tissue injury is aggravated 
greatly with the extension of arsenic-exposed 
by this experiment in a time-dependent man-
ner. ACTA and TGF-β1 are correlated to arsenic-
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■背景资料
砷可引起不同程
度的肝损伤、肝
纤维化、肝硬化
及肝癌. 目前研究
主要集中在甲基
化过程、脂质过
氧化、影响脂代
谢、直接损伤肝
细胞等几种途径. 
而细胞因子在砷
中毒致肝损伤肝
纤维化中作用的
研究已经成为热
点.

■同行评议者
丁 惠 国 ,  主 任 医
师, 首都医科大学
附属北京佑安医
院肝病消化科
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摘要
目的: 探讨水砷暴露与大鼠肝脏损伤的关
系, 了解激活素A(ACTA), 转化生长因子-β1 
(TGF-β1)在肝脏损伤中的作用. 

方法: 大鼠110只随机分成对照组、模型组(浓
度100 mg/L的亚砷酸钠溶液)、自然恢复组. 
对照组和模型组分别予第1、2、3、4月末各
处死10只, 自然恢复组第1月给予砷溶液, 月末
随机取出10只改为自来水, 其余仍给予砷溶
液. 第2月末处死上月分出的10只, 并在此取出
10只改为自来水, 1 mo后处死, 依次类推, 第
4月末将最后10只停用砷溶液的大鼠处死. 股
动脉取血进行血清肝功能和肝组织病理学检
查以观察其肝脏损伤的动态变化, 取大鼠肝
组织采用实时荧光定量PCR法检测ACTA、

TGF-β1的基因表达水平. 

结果: 砷暴露1 mo后脱离自然恢复1 mo可见
炎细胞浸润明显减轻. ALT、AST模型组中
增高, 第3、4月造模, ALT升高差异有统计学
意义(P <0.05); 造模1、2、3 mo后分别自然
恢复1 mo, ALT降低有统计学意义(49.33±
13.51 U/L vs  62.68±23.57 U/L, 62.75±14.40 
U/L vs  64.36±18.24 U/L, 65.74±11.85 U/L 
vs  69.36±15.7 U/L, 均P <0.05). ACTA mRNA
第3、4月造模与对照组比较有统计学意义
(64.83±28.29 vs  28.33±18.70, 98.67±26.80 
vs  28.33±18.70, 均P <0.05), TGF-β1 mRNA 
1、2、3、4 mo造模与对照组比较均有统计
学意义(46.27±18.39 vs  33.64±20.17, 67.06±
20.79 vs  33.64±20.17, 88.33±23.42 vs  33.64
±20.17, 110.57±24.23 vs  33.64±20.17, 均
P <0.05); 造模1、2、3 mo后分别自然恢复1 
mo, TGF-β1 mRNA降低有统计学意义(35.36
±16.48 vs  46.27±18.39, 52.04±21.37 vs  
67.06±20.79, 70.69±35.27 vs  88.33±23.42, 
均P <0.05).

结论: 砷暴露所引起的肝脏损伤随暴露时间
的延长而加重, 越早脱离暴露其损伤的肝细胞
修复越快; 促炎症因子ACTA、TGF-β1与砷暴
露肝损伤的发生相关.
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0  引言

近年来动物实验和人群流行病学调查均表明砷

进入机体后, 主要分布于肝脏[1], 他可引起不同程

度的肝损伤, 肝纤维化, 肝硬化及肝癌[2-5]. 激活素

(activin A, ACT)和转化生长因子-β1(transforming 
growth factor-β1, TGF-β1)同属于一类结构相关

的多肽类调控蛋白大家族, 研究表明ACTA与

TGF-β1在抑制肝细胞生长、诱导其凋亡、肝脏

损伤、肝纤维化形成中发挥重要作用[6-8]. 我们

希望通过肝组织病理学、血清学指标来初步探

讨水砷暴露大鼠致其肝脏损伤的关系, 并结合

炎性因子ACTA、TGF-β1基因表达产物的检测

了解其在肝脏损伤中的作用. 目前用于病区慢

性砷中毒及其脏器损伤的药物治疗大多疗效尚

不确切, 重点在于预防干预, 如宣传教育、改变

环境、加强个人防护等, 力求最大限度的避免

或减少砷暴露. 本实验设立了自然恢复组, 观察

脱离砷暴露后肝脏损伤的自然恢复情况. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择健康清洁级SD大鼠110只, 雌雄

各半, 体质量180-200 g, 购自贵阳医学院实验

动物中心, 在清洁级动物饲养室进行饲养. 721
型紫外分光光度仪(德国Eppendorf公司), 7300
型荧光定量PCR仪(美国Applied Biosystems
公司), Ultrospec2100型核酸蛋白分析仪(美国

Amersham Biosciences公司), 5810R型台式冷

冻离心机(德国Eppendorf公司). AEROSET2000
型全自动生化分析仪. 亚砷酸钠(NaASO2美国

Sigma chemical公司), 批号76H0240. ACTA、

TGF-β1引物委托上海生工生物工程有限公司

合成. TRIzol试剂、内参(β-actin)引物、逆转录

cDNA第一链合成试剂盒. POWER SYBR GREEN 
PCR MASTER MIX均由美国国立卫生研究院

(NHI)癌症-环境卫生研究所刘杰博士惠赠.
1.2 方法 将实验大鼠随机分成3组: 对照组、模

型组、自然恢复组, 各组均给予普通饲料. 对
照组40只给予自来水自由饮用, 模型组40只给

予100 mg/L的亚砷酸钠溶液自由饮用. 在实验

前, 我们用不同浓度亚砷酸钠溶液(100、200、

www.wjgnet.com

■研发前沿
尚未完全阐明的
慢性砷中毒肝损
伤发病机制的研
究已成为研究重
点. ACTA, TGF- 
β1在慢性砷暴露
肝损伤过程中所
发挥作用正在被
认识中.
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300、400 mg/L)让大鼠自由饮用, 摸索模型复制

的浓度. 根据实验目的和大鼠的耐受情况, 选定

100 mg/L作为实验砷溶液浓度. 对照组和模型

组分别予第1、2、3、4月末各处死10只. 自然

恢复组30只, 给予普通饲料. 第1月给予砷溶液

(100 mg/L), 月末随机取出10只改为自来水, 其
余仍给予砷溶液. 第2月末处死上月分出的10只, 
并再次取出10只改为自来水, 1 mo后处死, 依次

类推, 第4月末将最后10只停用砷溶液的大鼠处

死. 股动脉放血后脱颈处死大鼠. 检测血清样本

中谷丙转氨酶(ALT), 谷草转氨酶(AST)的含量, 
并取肝组织100 mg, 迅速加入1 mL的TRIzol试
剂中, 立即提取肝组织总RNA. 其余肝组织放入

40 g/L中性甲醛溶液中送病理科作苏木素-伊红

(HE)染色.
1.2.1 血清生化指标的检测: 血清ALT、AST的
含量由贵阳医学院附属医院生化实验室采用

2000型全自动生化分析仪(美国Abbott公司)进行

检测.
1.2.2 肝组织的病理检测: 肝组织石蜡包埋、切

片、HE染色染色由贵阳医学院附属医院病理科

采用光学显微镜检查完成. 
1.2.3 RT-PCR检测ACTA: 按参考文献设计并在

GenBank进行核对, 委托上海生工合成. 上游引

物为5'-CAGTCGTGGACGGTGCAGAAGT-3', 
下游引物为5'-GCCTGCGGTGAGGATGGTC
TT-3'; TGF-β1: 按参考文献设计并在GenBank
进行核对 ,  委托上海生工合成 .  上游引物为

5'-TCGACATGGAGCTGGTGAAA-3', 下游引物

为5'-CTGGCGAGCCTTAGTTTGGA-3'. β-actin: 
引物由美国国立卫生研究院(NHI)癌症-环境卫

生研究所刘杰博士惠赠. 上游引物为5'-ACCAC
CATGTACCCAGGCAT-3', 下游引物为5'-CCG
GACTCATCGTACTCCTG-3'. 采用标准TRIzol-
酚-氯仿一步法提取总RNA, 采用紫外分光光度

法测定RNA在波长为260 nm和280 nm时的吸光

度值(A 260、A 280), 以A 260/A 280的比值鉴定RNA的

纯度. 逆转录, 实时荧光RT-PCR检测取10 mL总
RNA, 经MMLV逆转录酶催化合成cDNA第1链, 
以此为摸板进行实时荧光定量PCR扩增, 得出各

样本末的初始拷贝数. 实验过程中严格设立内

参β-actin, 以作为逆转录酶和荧光RT-PCR的质

控措施. 逆转录反应体系(20 mL): 包括总RNA 10 
mL、10聚合酶链反应缓冲液(10×RT Buffer)2 
mL、25×dNTP MIX(10 Mm)0.8 mL、10×RT 
Random Primers 2 mL、MaltiScribeTM Reverse 

Transcriptase 1 mL、Nuclease-free H2O 4.2 mL. 
循环参数设置: 25℃保持10 min, 升温至37℃保

持120 min, 升温至85℃, 保持5 s, 4℃保存, 置于

-20℃备用. PCR反应体系(20 mL)包括逆转录产

物(cDNA)4 mL、SYBR Green 10 mL、上下游引

物各0.5 mL, 余量用RNase-free-H2O 5 mL补足. 
PCR扩增条件: 50℃, 2 min; 95℃, 10 min; 95℃, 
15 s; 60℃, 1 min, 40个循环.

统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 组
间比较采用t检验; P <0.05为有统计学意义. 计数

资料采用Ridit检验, 应用SPSS11.5统计学软件处

理数据.

2  结果

2.1一般情况 对造组大鼠状态良好, 毛发光泽; 
模型组大鼠毛发粗糙, 皮肤溃烂, 精神萎靡, 动
作迟钝, 易激惹, 进食、进水量明显减少.
2.2 肝组织病理检查结果

2.2.1 HE染色光镜下观察 对照组大鼠肝细胞以

中央静脉为中心, 呈放射状排列, 无肝细胞变

性、坏死及炎症细胞浸润 ,  小叶结构完整(图
1A). 砷暴露1、2 mo模型组大鼠肝脏细胞见大

片水样变性及脂肪变性, 可见气球样变性, 汇管

区及肝小叶内见炎细胞浸润, 部分肝细胞坏死, 
肝小叶结构尚完整(图1B). 砷暴露3、4 mo模型

组大鼠比1、2 mo模型组肝脏细胞损伤加重, 除
了以上改变外肝纤维组织增生, 肝纤维化加重

(图1C). 砷暴露1 mo后自然恢复1 mo可见肝细胞

轻度水样变性, 未见脂肪变性及气球样变性, 汇
管区及肝小叶内可见少量炎细胞浸润, 肝细胞

坏死少, 肝小叶结构完整(图1D). 砷暴露2、3 mo
后自然恢复1 mo与砷暴露2、3 mo比较病理改

变的变化不明显.
2.2.2 肝组织炎症分级: 肝组织炎症分级参照王

泰龄 e t al [9]炎症活动度分级标准. 造模1、2、
3、4 mo大鼠肝组织与对照组比较差异均有统

计学意义(P <0.05), 随着砷暴露时间的延长, 肝
组织损伤程度加重. 仅造模1 mo后自然恢复1 
mo与造模1 mo比较差异有统计学意义(P <0.05, 
表1).
2.3 对照组和模型组大鼠血清中ALT、AST的含

量 造模1、2、3、4 mo大鼠血清ALT、AST的
含量比对照组有所增加, 3、4 mo ALT升高差异

有统计学意义(P <0.05). AST升高无统计学意义

(P >0.05). 造模1、2、3 mo后分别自然恢复1 mo
比造模1、2、3 mo ALT、AST均有所减少, 仅

■相关报道
李达圣 et al 报道, 
砷中毒患者死于
癌症的患者中, 肝
癌死亡占30.89%; 
Santra et al 给低
浓度砷水造模15 
mo见少许肝纤维
化; 李定国 et al报
道 A C TA 参 与 调
节胚胎发育, 骨形
成 ,  红细胞分化 , 
肝实质细胞分化, 
神经细胞存活等
多种生理过程, 与
肝损伤及肝纤维
化的形成有着密
切 关 系 ;  邓 家 刚 
et al 报道TGF-β1
在肝纤维化的作
用是激活HSC, 促
使细胞外基质产
生增加, 抑制胶原
酶及基质金属蛋
白酶胶原降解减
少, 促进肝纤维化
的形成及加重.
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ALT降低有统计学意义(P <0.05), AST差异无统

计学意义(P >0.05, 表2).
2.4 对造组和模型组大鼠肝组织中A C TA、

TGF-β1的mRNA的含量 模型组大鼠肝组织中

ACTA、TGF-β1的mRNA表达均高于对照组. 与
对照组相比, 造模1、2 mo的ACTA mRNA无统

计学意义(P >0.05), 第3、4个月有统计学意义

(P <0.05 ). TGF-β1 mRNA 1、2、3、4 mo均有

统计学意义(P <0.05). 造模1、2、3 mo后分别

自然恢复1 mo大鼠肝组织中ACTA、TGF-β1的
mRNA表达均低于造模1、2、3 mo. 仅TGF-β1 
mRNA降低有统计学意义(P <0.05), ACTA mRNA

差异无统计学意义(P >0.05, 表3).

3  讨论

近年来, 砷中毒致肝损伤肝纤维化的研究已经

成为国内外研究热点. 目前的人群流行病学调

查报道均表明砷可以引起不同程度的肝损伤、

肝纤维化、肝硬化及肝癌. Santra et al [10]248例
饮水型砷中毒患者调研发现190例有肝脏肿大

(76.6%), 其中69例患者做了肝组织病理检查, 
91.3%显示有非硬化性汇管区纤维化的改变. 安
冬 et al调查显示砷中毒患者死亡前46%的人感

到右上腹疼痛, 38%的人有腹水, 23%的人存在

■创新盘点
本研究成功阐明
了砷暴露所引起
的肝脏损伤随暴
露时间的延长而
逐渐加重, 但越早
脱离暴露其损伤
的肝细胞修复越
快 ,  促 炎 症 因 子
ACTA、TGF-β1
与砷暴露肝损伤
的发生相关.

表  1  大鼠肝组织炎症活动度 (n  = 10)

     
分组

	                                                肝组织炎症活动度分级

  	            0	                Ⅰ	 Ⅱ	    Ⅲ	       Ⅳ	         平均R值

对照组	         10	               0		  0	     0	       0	         0.0938

模型组

    1 mo	           2	               0		  5	     3	       0	         0.4994a

    2 mo	           0	               2		  4	     4	       0	         0.5613a

    3 mo	           0	               0		  5	     5	       0	         0.6469a

    4 mo	           0	               0		  3	     6	       1	         0.7369a

恢复组 

    1 mo	           2	               2		  4	     2	       0	         0.4138c

    2 mo	           0	               1		  6	     3	       0	         0.5488

    3 mo	           0	               0		  7	     3	       0	         0.5731

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  同月模型组.

图  1  大鼠肝细胞光镜观(HE, 768×576). A: 对照组; B: 2 mo; C: 4 mo; D: 砷暴露1 mo后自然恢复1 mo.

A B

C D
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上消化系出血. 李达圣 et al [11]报道, 砷中毒患者

死于癌症的患者中, 肝癌死亡占30.89%. 但是, 
砷中毒引起肝损伤肝纤维化的机制尚未完全明

确, 目前得研究主要集中在甲基化过程、脂质过

氧化、影响脂代谢、直接损伤肝细胞等几种途 
径[12-14]. 而细胞因子在砷中毒致肝损伤肝纤维化

中作用的研究已经成为热点[15-16]. 
实验中我们发现, 砷暴露1、2 mo大鼠可见

明显肝组织损伤, 砷暴露3、4 mo肝脏组织损伤

继续加重, 并有纤维组织增生. 砷暴露1 mo后自

然恢复1 mo仅可见肝细胞轻度损伤, 而砷暴露

2、3 mo后自然恢复1个月与砷暴露2、3 mo比较

肝组织病理损伤减轻不明显. 砷暴露1、2、3、
4 mo大鼠血清ALT、AST的含量比对照组有所

增加, 砷暴露1、2、3 mo后分别自然恢复1 mo比
造模1、2、3 mo ALT、AST均有所减少, 这与肝

组织病理检查结果一致, 说明砷可以引起明显肝

组织损伤, 并且其作用具有蓄积性, 随着砷暴露

时间的延长, 肝损伤逐渐加重且有肝纤维化的形

成. 而越早脱离砷暴露环境, 肝组织损伤就越容

易修复逆转, 但在砷暴露过长后再脱离砷暴露环

境, 由于砷已经在体内大量蓄积, 砷及代谢产物

等对肝组织的损伤过重, 使修复较慢甚至较难逆

转. 这为砷中毒的防治提供了理论依据. 
ACTA是一种多功能的细胞因子, 广泛存在

于人和大鼠等动物的多个组织和器官中, 参与

调节胚胎发育, 骨形成, 红细胞分化, 肝实质细

胞分化, 神经细胞存活等多种生理过程, 与肝损

伤及肝纤维化的形成有着密切关系[17]. TGF-β1
是肝纤维化形成过程中一个重要的调控因子, 
其在肝纤维化中的主要作用是激活HSC, 促使细

胞外基质产生增加, 抑制胶原酶及基质金属蛋

白酶胶原降解减少, 及间接促星状细胞增殖作

用, 促进肝纤维化的形成及加重[18]. 研究表明, 随
着TGF-β1的分泌增加, TGF-β1促进ACTA合成

及ACTA自身正反馈调节作用而使其表达显著

增高, 这说明TGF-β1和ACTA都具有致肝细胞损

伤, 凋亡, 肝纤维化的作用, 并且二者具有一定

的协同效应[19-20]. 实验中我们发现, 砷暴露组大

鼠肝组织中ACTA、TGF-β1的mRNA表达均高

于对照组, 且随着暴露时间的延长, 其表达也逐

渐增高, 说明ACTA及TGF-β1在砷暴露致肝损

伤、肝纤维化的形成过程中有着重要作用. 砷
暴露1、2、3 mo后分别自然恢复1 mo大鼠肝组

织中ACTA、TGF-β1的mRNA表达均低于暴露

1、2、3 mo组, 提示脱离砷暴露环境后, ACTA
及TGF-β1在肝组织损伤的修复过程中起着重要

作用, 而停止水砷暴露与肝损伤恢复的相关性

有待于进一步研究. 
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第九次全国消化系疾病学术会议征文通知   

本刊讯 中华医学会消化病学分会定于2009-12-04/06在广州市召开第九次全国消化系疾病学术会议. 现将会议

的征文内容及有关事项通知如下: 

1      征文内容 

与消化系统疾病有关的流行病学、基础及临床研究. (1)功能性胃肠疾病及动力障碍性胃肠病(包括胃食管反流

病); (2)幽门螺杆菌及其相关疾病; (3)胰腺疾病; (4)肝胆疾病; (5)胃肠道肿瘤; (6)炎症性肠病; (7)胃肠激素; (8)

消化疾病介入治疗; (9)青年委员会专场(全部用英文交流).

2      征文要求 

(1)报送的论文要求800字左右的中文摘要一份, 摘要内容包括: 目的、方法、结果、结论, 注明作者姓名、

单位及邮编, 论文文责自负. 投青年会专场的论文必须附相应的英文摘要, 第一作者年龄须在45周岁以下

(1964-11后出生). (2)凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过的论文不予受理. (3)通过本次

会议专用网站报送电子文稿及报名注册, 会议不接受书面投稿. 要求作者本人通过会议网站上传稿件并留下联

系方式, 会议网址: http://www.csgd.org.cn. (4)截稿日期: 2009-09-15.

希望各地委员积极、认真组织所在地区医生踊跃投稿并参会.


