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肿瘤坏死因子-α、诱导性一氧化氮合酶在扑热息痛肝损
害中的表达

田 丰, 解 莹, 张亚杰
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■背景资料
药物性肝病是引
起爆发性肝衰竭
的主要原因. 扑热
息痛 (AAP)是目
前世界上广泛使
用的解热镇痛药, 
过量使用将导致
严重的肝损害. 氧
化应激和过氧化
亚硝酸盐形成等
对肝损伤起了重
要的放大和促进
作用. 
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Abstract
AIM: To investigate the role of inflammation 
in the pathogenesis of acetaminophen-induced 
liver injury. 

METHODS: A model of acetaminophen-induced 
liver injury was developed in SD rats. The rats 
were killed at 3, 6, 12, and 24 h after acetamino-
phen injection to take blood samples for mea-
suring serum ALT and tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) levels and hepatic tissue samples for 
evaluating pathological changes by HE staining 
and detecting the expression of TNF-α and induc-
ible nitric oxide synthase (iNOS) by immunohis-
tochemistry and Western blot.

RESULTS: Compared to control rats, serum 

ALT (nKat/L) progressively increased (3 h: 
1166.90 ± 151.03 vs 586.78 ± 89.35; 6 h: 2153.84 ± 
254.55 vs 573.45 ± 75.18; 12 h: 4220.84 ± 928.52 vs 
750.15 ± 81.68; 24 h: 13202.64 ± 1392.78 vs 780.16 
± 161.37; all P < 0.01); liver pathological dam-
age was progressively exacerbated and peaked 
at 24 h; serum TNF-α (µg/L) significantly in-
creased at 24 h after administration (5.69 ± 0.46 
vs 2.64 ± 0.27, P < 0.01) and showed a significant 
positive correlation with serum ALT levels (r 
= 0.773, P < 0.01); the expression of TNF-α and 
iNOS in the liver was significantly increased in 
rats treated with acetaminophen.

CONCLUSION: Inflammation plays a key role 
in the development of acetaminophen-induced 
liver injury.
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摘要

目的: 探讨炎症反应在扑热息痛(acetaminoph-
en, AAP)肝损害中的作用.

方法: 应用AAP建立SD大鼠肝损害模型; 分别
于给药后3、6、12、24 h处死大鼠, AAP组和
对照组分别测定ALT水平, HE染色观察肝脏
病理变化, 放射免役分析法测定血清TNF-α水
平, 免疫组织化学和Western blot方法检测肝
组织中TNF-α、iNOS蛋白的表达.

结果: AAP组和对照组相比: 血清ALT(nKat/L)
进行性升高(3、6、12、24 h的值分别为 : 
1166.90±151.03 vs  586.78±89.35, 2153.84±
254.55 vs  573.45±75.18, 4220.84±928.52 vs  
750.15±81.68, 13202.64±1392.78 vs  780.16
±161.37, 均P <0.01); 肝脏病理损伤进行性加
剧, 24 h达高峰; 给药后24 h血清TNF-α(µg/L)
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■研发前沿
近年来, 炎症反应
在扑热息痛肝损
害中的作用引起
人们重视. TNF-α
的产生是肝脏炎
症反应最早出现
的表现之一, 其可
导致iNOS的释放, 
引起各种炎症细
胞的浸润和激活. 
因此研究TNF-α、
iNOS的表达将对
探讨AAP肝损害
的相关机制有重
要意义.

水平显著升高(5.69±0.46 v s  2.64±0.27, 
P <0.01), 且与血清ALT水平呈显著的正相关
(r  = 0.773, P <0.01); 免疫组织化学方法测定
肝组织TNF-α、iNOS表达明显增强, 分别于
6、12 h达高峰; Western blot方法检测肝组织
TNF-α、iNOS蛋白的表达显著高于对照组
(P <0.01), 分别于3、6 h达高峰, 24 h时仍高于
正常水平.

结论: 炎症反应在AAP肝损伤发生、发展的
过程中发挥着关键的作用.

关键词: 扑热息痛; 肝损害; 肿瘤坏死因子-α; 诱导

性一氧化氮合酶
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0  引言

扑热息痛(acetaminophen, AAP)是应用最广泛

的解热镇痛药物. 他引起的肝损害是非常普遍

的. 在美国, 因为药物引起爆发性肝衰竭而需要

肝移植的患者中, AAP是首位原因[1]. 因此, 对
于A A P肝损害发病机制的研究有着极为重要

的意义. 近年来, 炎症反应在AAP肝损害中的作

用引起人们的重视. 本实验应用AAP建立SD大

鼠肝损害模型, 用免疫组织化学和Western blot
方法检测大鼠肝组织中肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)、诱导性一氧化氮合酶

(inducible nitric oxide synthase, iNOS)蛋白的表

达, 以探讨炎症反应在AAP肝损害中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 5-6周龄的♀SD大鼠, 体质量180-240 g, 
购自中国医科大学动物实验中心, 大鼠实验前

于本院动物实验中心饲养1 wk, 昼夜交替12 h, 
在室温及稳定湿度条件下 ,  用平衡饲料喂养 . 
AAP购自Sigma公司; TNF-α放射免疫分析试剂

盒购自北京福瑞生物工程公司; SABC免疫组织

化学试剂盒、兔抗大鼠TNF-α单克隆抗体、兔

抗大鼠iNOS单克隆抗体、山羊抗兔IgG均购自

武汉博士德生物工程有限公司; 考马斯亮蓝蛋

白定量试剂盒购自南京建成生物工程公司; 自
动生物化学分析仪(日本岛津公司); 普通光学显

微镜(日本Olympus公司); FT-613自动放免测量

仪(北京核仪器厂); 低温高速离心机(HERMLE 

Z-383K, 德国); 电泳仪(Bio-RAD, 美国); 凝胶成

像分析系统(Kodak 1D, 美国). 
1.2 方法 
1.2.1 分组和处理: 40只♀SD大鼠随机分为正常

对照组和AAP组, 每组20只. 试验前1夜禁食水, 
2 d上午给药. AAP溶于37 ℃ PBS液(pH 7.4)中
(100 g/L), AAP组给予AAP(1 g/kg)腹腔注射[2], 
正常对照组给予等量PBS液腹腔注射, 给药后自

由进食水. 于给药后3、6、12、24 h(每时点各

组分别有5只大鼠)用10%水合氯醛(5 mL/kg)腹
腔注射麻醉, 心脏穿刺取血, 分离血清, -20 ℃保

存; 后用锋利的手术刀于肝脏中叶取1块肝组织, 
置于40 g/L甲醛中固定, 后立即取下余下肝组织, 
置于液氮中, -80 ℃保存. 
1.2.2 ALT测定: 用自动生物化学分析仪进行. 
1.2.3 病理检测: 取肝中叶组织一块, 用40 g/L甲
醛溶液固定, 石蜡包埋, 5 μm厚切片, 常规HE染
色, 光镜下观察其病理改变. 
1.2.4 血清TNF-α水平测定: 采用放射免疫分析

法进行. 
1.2.5 免疫组织化学检测: 肝组织切片常规脱腊

入水; 3%H2O2溶液浸泡20 min以灭活内源性过

氧化物酶; 蒸馏水洗3次; 40%火力微波修复抗

原10 min; 冷却后PBS液冲洗; 滴加一抗(兔抗大

鼠iNOS、TNF-α 1∶160稀释), 37 ℃ 2 h; PBS液
冲洗; 滴加生物素化山羊抗兔IgG, 37 ℃ 20 min; 
PBS液冲洗; 加配制的DAB溶液, 显色后封片; 
PBS代替一抗作阴性对照. 以细胞浆中有棕黄色

颗粒的细胞为阳性细胞. 每张切片随机选择10
个高倍镜视野(400×)进行观察. 应用显微(荧光)
图像分析系统对选取视野内免疫组织化学阳性

信号进行光强度及面积分析, 计算灰度积分值. 
(灰度积分值与染色面积和强度成反比, 表达越

强灰度积分值越低). 
1.2.6 Western blot检测: 取-80 ℃肝组织约200 mg, 
加入4 ℃预冷的细胞质蛋白提取液1.0 mL, 匀浆

机匀浆. 13 000 r/min离心30 min, 收集上清; 考
马斯亮蓝法进行蛋白定量; 配制聚丙烯酰胺凝

胶, 样本置于沸水浴中5 min使蛋白变性, 每孔加

样20 μL, 聚丙烯酰胺凝胶电泳, 积层胶电压80 V, 
分离胶电压120 V, 持续3 h; 采用湿式转膜仪, 条
件为4 ℃ 100 V电压转膜2 h, 将蛋白转至硝酸纤

维素膜上; 脱脂奶粉封闭2 h; TTBS冲洗3次, 加
一抗(兔抗大鼠iNOS、TNF-α, 1∶200稀释)4 ℃
孵育过夜; TTBS冲洗3次, 每次5 min, 加入稀释

的辣根过氧化酶标记的山羊抗兔IgG孵育1 h; 
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■相关报道
Bradham等报道
TNF-α导致其他
促炎因子如: iNOS
的级联样释放, 引
起各种炎症细胞
的浸润和激活.

TTBS冲洗3次, 每次10 min, 显色2-5 min, 待蛋

白条带显示清晰时, 中止反应; 凝胶成像分析系

统分析胶片上的Western blot信号条带的吸光度

(A )值. 
统计学处理 数据用mean±SD表示, 各组

间均数比较用t检验, 用SPSS11.0统计软件进行

分析.

2  结果

2.1 血清ALT水平变化 各时间点AAP组血清

ALT(nKa t/L)水平较对照组均显著升高(给药

后3、6、12、24 h分别为: 1166.90±151.03 
vs  586.78±89.35, 2153.84±254.55 vs  573.45
±75.18, 4220.84±928.52 vs  750.15±81.68, 
13202.64±1392.78 vs  780.16±161.37, P <0.01), 
且随时间进行性升高, 24 h达高峰. 
2.2 病理学变化 AAP组肝脏明显肿大、充血, 镜

下: 轻者表现为肝细胞点状坏死、重者表现为

小叶中心肝细胞广泛的炎性细胞浸润、出血、

带状坏死, 且随时间进行性加重, 24 h达高峰, 对
照组未见异常(图1). 
2.3 血清TNF-α水平变化 给药后24 h, AAP组血

清TNF-α(μg/L)水平显著高于对照组(5.69±0.46 
vs  2.64±0.27, P <0.01)且与血清ALT水平呈显著

的正相关(r  = 0.773, P <0.01), 余时间点2组间无

显著性差异. 
2.4 免疫组织化学方法测定肝组织T N F-α、

iNOS表达 
2.4.1 TNF-α表达: 对照组仅有中央静脉周围少

量肝细胞表达, 且着色较浅、范围小; AAP组表

达部位主要在中央静脉周围和汇管区周围的大

量肝细胞和少量肝窦内皮细胞、库普弗细胞, 
着色深, 范围广, 给药后6 h达高峰(表1, 图2). 
2.4.2 iNOS表达: 对照组仅有中央静脉周围少量

图  1  24 h时病理学变化(HE×100). A: 对照组; B: AAP组.

A B

表  1  AAP组和对照组肝组织TNF-α表达的灰度积分值 (mean±SD)

                 3 h            6 h           12 h          24 h

对照组 179.80±7.76 186.00±7.78 185.20±11.19 183.60±6.27

AAP组 154.20±7.26b 110.60±7.16b 128.20±7.05b 142.00±4.36b

bP<0.01 vs  对照组.

图  2  6 h免疫组织化学肝组织TNF-α表达(×400). 细胞浆中有棕黄色颗粒的细胞为阳性细胞. A: 对照组; B: AAP组.

A B
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■创新盘点
本实验建立大鼠
A A P 肝 损 害 模
型 ,  用 血 清、病
理、免疫组织化
学、Western blot
方法衡量炎症反
应及测定肝组织
TNF-α、iNOS表
达, 以探讨炎症反
应以及TNF-α、
iNOS表达在AAP
肝损伤发生、发
展过程中的作用.

肝细胞表达, 且着色较浅、范围小; AAP组表达

部位主要在中央静脉周围的大量肝细胞和少量

肝窦内皮细胞、库普弗细胞, 着色深, 范围广, 
给药后12 h达高峰(表2, 图3). 
2.5 Western blot方法检测肝组织TNF-α、iNOS
蛋白的表达 AAP组肝组织TNF-α、iNOS蛋白表

达均显著高于对照组(P <0.01), 分别于3 h和6 h
达高峰, 24 h时仍高于正常水平(图4). 

3  讨论

近来, 炎症反应在AAP肝损害中的作用引起人

们的重视. AAP引起的损伤可以激活肝库普弗细

胞和内皮细胞, 使促炎因子级联样释放, 进一步

激活上述细胞, 使炎症反应持续和放大, 最终导

致氧化应激和过氧化亚硝酸盐形成, 对肝损伤

起了重要的放大和促进作用[3-5]. 

TNF-α是主要由激活的肝库普弗细胞释放

的重要促炎因子[6-8], 他的产生被认为是肝脏炎

症反应中最早出现的表现之一. TNF-α导致其

他促炎因子级联样的释放, 引起各种炎症细胞

的浸润和激活 [9,10]. 他还可以直接引起细胞毒

性, 而导致细胞的坏死和凋亡[11,12]. 国外文献报

道: 在AAP肝损害动物模型中, 肝组织TNF-α表
达明显增加, 给予TNF-α中和抗体可以明显减轻

AAP肝损害[13]; 在敲除TNF-α基因的小鼠, 四氯

化碳、乙醇、二甲基亚硝基胺等引起的肝损害

明显减轻[14]; 应用硫酸葡聚糖或氯化钆抑制肝

库普弗细胞功能也可以减轻AAP肝损害[15]. 以
上说明TNF-α是导致肝损害的一个主要促炎因

子. 但TNF-α在AAP肝损害中的作用也存在争

议. Simpson等[16]报道: 应用TNF-α抗体并不能减

轻AAP肝损害; Boess等[17]报道: TNF-α和淋巴细

胞毒素双基因敲除鼠和野生型鼠相比, AAP引起

的肝损害无差别; Gardner等[18]报道: 敲除TNF-α
基因的小鼠, AAP肝损害反而加重, 表现为ALT
升高更明显, 小叶中心坏死出现更早, 范围更广, 
促炎因子表达更快, 抑炎因子和促进创伤修复

因子表达延迟, 这似乎提示TNF-α有保肝作用. 
由肝脏中的各种细胞产生的NO起着细胞保

护和细胞毒性的双重作用[19,20]. 在正常情况下, 
由内皮型一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide 
synthase, eNOS)合成的少量NO起着维持细胞内

环境稳定的细胞保护作用[21], 而在各种肝损害

因素作用下, 由促炎因子诱导产生的iNOS使肝

图  3  12 h免疫组织化学肝组织iNOS表达(×400). 细胞浆中有棕黄色颗粒的细胞为阳性细胞. A: 对照组; B: AAP组.

A B

表  2  AAP组和对照组肝组织iNOS表达的灰度积分值 (mean±SD)

                3 h            6 h          12 h          24 h

对照组 191.80±5.07 190.20±7.40 190.20±7.19 190.80±6.30

AAP组 156.40±5.77b 136.80±5.07b   98.40±2.70b 130.80±9.36b

bP<0.01 vs  对照组.

A

B

图  4  Western blot方法检测肝组织TNF-α蛋白和iNOS蛋白
表达(AAP组). A: TNF-α蛋白; B: iNOS蛋白.

3 h        6 h       12 h      24 h 
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细胞、内皮细胞、库普弗细胞、巨噬细胞等产

生大量的NO, 起着细胞毒性作用[22-24]. AAP引起

肝脏损伤, 诱导肝细胞、内皮细胞、库普弗细

胞、巨噬细胞等大量表达iNOS, 进而导致NO过

量合成, NO与超氧自由基反应, 产生活性更强

的氧化剂: 过氧化亚硝酸盐, 通过脂质过氧化、

抑制P450蛋白活性、抑制DNA合成、诱导细

胞凋亡、改变酶的活性、抑制细胞增生、直接

的细胞毒性作用等造成肝损害. Gardner等[25]证

实: 过量的AAP可使小鼠和大鼠肝组织iNOS表
达明显增加, 同时伴随着肝损害的进行性加重; 
应用选择性iNOS抑制剂可使小鼠AAP肝损害明

显减轻; 敲除iNOS基因的小鼠和野生型小鼠相

比AAP肝损害明显减轻. 以上说明iNOS和NO在

AAP肝损害中发挥着关键的作用. 同时我们也

看到无论是应用iNOS抑制剂还是敲除iNOS基
因都不能完全消除AAP引起的肝损害, 甚至产

生完全相反的结果[26,27]. 原因考虑如下: (1)各组

实验所用的实验动物种群不同; (2)除了iNOS以
外还有其他因素促进NO的合成; (3)炎症反应是

一个复杂的网络系统, 当iNOS表达减少时, 其他

促炎因子如TNF-α等可能代偿性表达增多. 
我们的实验结果显示 :  A A P组T N F-α、

i N O S表达显著高于对照组, 主要表达在肝细

胞, 其次为内皮细胞和库普弗细胞; 给药后24 h, 
AAP组血清TNF-α水平显著高于对照组, 且与

血清ALT水平呈显著的正相关. 上述结果说明

TNF-α、iNOS过量表达在AAP肝损害中发挥

着关键作用, 是导致肝损害的关键促炎因子. 同
时我们发现: 无论是免疫组织化学还是Western 
blot方法都提示TNF-α表达早于iNOS(免疫组织

化学方法TNF-α、iNOS的表达分别于6、12 h
达高峰, Western blot方法二者分别于3、6 h达高

峰), 从而推测TNF-α可有力的诱导iNOS表达, 与
国外报道相近[28]. 

既往我们已经报道[29,30]: 在AAP引起的肝损

害中, 中性粒细胞趋化因子-1(cytokine-induced 
neutrophil chemoattractant-1, CINC-1)和细胞间

黏附分子-1(intercellular adhesion molecular-1, 
ICAM-1)mRNA表达显著增加, 结合本实验结果, 
说明TNF-α、iNOS、CINC-1、ICAM-1等促炎

因子级联样释放, 在AAP肝损伤发生、发展的

过程中发挥着关键的作用. 
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■同行评价
该 文 通 过 检 测
TNF-α, iNOS的表
达, 进一步阐明扑
热息痛致肝损伤
的机制与促炎因
子级联释放相关. 
实验设计合理, 论
证充分, 结果可靠.
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