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Abstract
AIM: To investigate the protective effect of hes-
peridin (HDN) pretreatment on the expression 
of apoptosis-related genes in the liver of mice 
with acetaminophen (APAP)-induced acute 
liver injury.

METHODS: Sixty male Balb/c mice were ran-
domly divided into six groups, including normal 
group, model group, bifendate group, low-, me-
dium-, and high-dose HDN groups. The HDN 
groups were intragastrically given different 
doses of hesperidin for seven days. The bifen-
date group was given bifendate. Acute liver in-
jury was induced by injecting APAP in all mice 
except those in the normal group. After 16 h, all 
mice were sacrificed. Liver index was calculated. 
Serum levels of alanine aminotransferase (ALT) 
and aspartate aminotransferase (AST) were 
measured. The activity of superoxide dismutase 
(SOD) and the contents of glutathione peroxi-
dase (GSH-PX) and malondialdehyde (MDA) 
in liver homogenates were determined. Patho-
logical changes in hepatic tissue were observed 
under an optical microscope. Apoptosis of he-
patic cells was detected by TUNEL assay. The 
expression of Bcl-2 and Bax mRNAs in hepatic 
tissue was measured by reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Compared to the normal group, liver 
index, serum levels of ALT and AST, and the 
contents of MDA were significantly increased, 
and the activity of SOD and contents of GSH-
PX in liver homogenates were significantly 
decreased in the model group (5.41% ± 0.68% 
vs 4.38% ± 0.17%, 1456.49 U/L ± 413.45 U/L vs 
45.36 U/L ± 11.98 U/L, 1929.34 U/L ± 810.19 U/
L vs 78.49 U/L ± 10.22 U/L, 32.04 nmol/mgprot 
± 9.32 nmol/mgprot vs 11.83 nmol/mgprot ± 
1.72 nmol/mgprot, 119.29 U/mgprot ± 33.02 U/
mgprot vs 327.22 U/mgprot ± 26.66 U/mgprot, 
75.89 μmol/L ± 20.21 μmol/L vs 122.73 μmol/L ± 
6.70 μmol/L, all P < 0.01). However, liver index, 
serum levels of ALT and AST, and the contents 
of MDA were significantly lower, and the activ-
ity of SOD and contents of GSH-PX were signifi-
cantly higher in the bifendate group, high- and 
medium-dose HDN groups than in the model 
group (4.65% ± 0.61%, 4.59% ± 0.57%, 4.73% ± 
0.63% vs 4.38% ± 0.17%; 66.36 U/L ± 13.43 U/L, 
225.29 U/L ± 53.02 U/L, 773.06 U/L ± 251.27 
U/L vs 1456.49 U/L ± 413.45 U/L; 105.75 U/L 

■背景资料
橙皮苷(hesperi-
din, HDN)具有抗
氧化、抗炎症、
维持血管正常渗
透压、增强毛细
血管韧性、降血
脂、保护心血管
和抗肿瘤等多种
功效. 随着对其药
效学研究的深入, 
HDN已成为天然
保健食品和药物
学研究的热点.

■同行评议者
张进祥 ,  副教授 , 
华中科技大学同
济医学院附属协
和医院
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± 17.02 U/L, 540.92 U/L ± 170.57 U/L, 906.78 
U/L ± 226.38 U/L vs 1929.34 U/L ± 810.1 U/L; 
15.74 nmol/mgprot ± 2.98 nmol/mgprot, 16.04 
nmol/mgprot ± 4.92 nmol/mgprot, 20.85 nmol/
mgprot ± 6.04 nmol/mgprot vs 32.04 nmol/mg-
prot ± 9.32 nmol/mgprot; 222.52 U/mgprot 
± 56.11 U/mgprot, 245.95 U/mgprot ± 41.90 
U/mgprot, 198.12 U/mgprot ± 68.09 U/mgprot 
vs 119.29 U/mgprot ± 33.02 U/mgprot; 108.70 
μmol/L ± 25.96 μmol/L, 107.39 μmol/L ± 32.60 
μmol/L, 98.90 μmol/L ± 10.71 μmol/L vs 75.89 
μmol/L ± 20.21 μmol/L, all P < 0.01 or 0.05). The 
spleen index showed no significant differences 
among each group (all P > 0.05). Massive patchy 
necrosis surrounding the central vein, cellular 
swelling, massive inflammatory cell infiltra-
tion, and significant liver cell apoptosis were 
observed in liver tissues of mice in the model 
group; however, these pathological changes 
and cell apoptosis were significantly alleviated 
in the bifendate group and HDN groups. Such 
improvement was most obvious in the bifendate 
group and high-dose HDN group. APAP could 
significantly up-regulate Bax mRNA expression, 
down-regulate Bcl-2 mRNA expression, and 
decrease the Bcl-2/Bax ratio (0.68 ± 0.03 vs 0.28 
± 0.02, 0.21 ± 0.04 vs 0.58 ± 0.01; both P < 0.01). 
However, Bcl-2 mRNA expression was signifi-
cantly up-regulated, Bax mRNA expression was 
significantly down-regulated and the Bcl-2/Bax 
ratio was significantly increased in the bifendate 
group, high- and medium-dose HDN groups 
(0.22 ± 0.04, 0.56 ± 0.01, 0.75 ± 0.01 vs 0.21 ± 0.04; 
0.67 ± 0.06, 0.26 ± 0.005, 0.28 ± 0.02 vs 0.68 ± 0.03, 
all P < 0.05).

CONCLUSION: HDN pretreatment protects mice 
from acetaminophen-induced liver injury pos-
sibly via mechanisms associated with inhibiting 
lipid peroxidation and regulating the expres-
sions of apoptosis-related genes.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨橙皮苷(hesperidin, HDN)预处理对

扑热息痛(acetaminophen, APAP)导小鼠急性
肝损伤的保护作用及凋亡相关基因的影响.

方法: ♂Balb/c小鼠60只, 随机均分为正常
组、模型组、联苯双酯组、HDN高、中、低
剂量组. 分别给予相应干预10 d后腹腔注射
APAP造模, 16 h后处死小鼠, 测定肝、脾指
数, 血清谷丙转氨酶(alanine aminotransferase, 
ALT)、谷草转氨酶(aspartate aminotransferase, 
AST)及肝匀浆超氧化物歧化酶(superoxide 
d i s m u t a s e, S O D)、谷胱甘肽过氧化物酶
(glutathione peroxidase, GSH-PX)、丙二醛
(malondialdehyde, MDA)水平, 光镜观察肝组
织病理学变化和TUNEL法检测肝脏细胞凋亡
情况, RT-PCR法测肝组织Bcl-2 mRNA、Bax 
mRNA转录水平. 

结果: 与正常组比较, 模型组小鼠肝指数、

ALT、AST、MDA均显著升高, SOD、GSH-
PX均明显降低(5.41%±0.68% vs  4.38%±

0.17%, 1456.49 U/L±413.45 U/L vs  45.36 
U/L±11.98 U/L, 1929.34 U/L±810.19 U/L 
vs  78.49 U/L±10.22 U/L, 32.04 nmol/mgprot
±9.32 nmol/mgprot vs  11.83 nmol/mgprot
±1.72 nmol/mgpro t, 119.29 U/mgpro t±
33.02 U/mgprot vs  327.22 U/mgprot±26.66 
U/mgprot, 75.89 μmol/L±20.21 μmol/L vs  
122.73 μmol/L±6.70 μmol/L, 均P <0.01). 与
模型组相比 ,  联苯双酯组和H D N高、中剂
量组小鼠肝指数、ALT、AST、MDA均显
著降低, SOD、GSH-PX均明显升高(4.65%
±0.61%, 4.59%±0.57%, 4.73%±0.63% vs  
4.38%±0.17%; 66.36 U/L±13.43 U/L, 225.29 
U/L±53.02 U/L, 773.06 U/L±251.27 U/L vs  
1456.49 U/L±413.45 U/L; 105.75 U/L±17.02 
U/L, 540.92 U/L±170.57 U/L, 906.78 U/L±
226.38 U/L vs  1929.34 U/L±810.19 U/L; 15.74 
nmol/mgprot±2.98 nmol/mgprot, 16.04 nmol/
mgprot±4.92 nmol/mgprot, 20.85 nmol/mgprot
±6.04 nmol/mgprot vs  32.04 nmol/mgprot±
9.32 nmol/mgprot; 222.52 U/mgprot±56.11 
U/mgprot, 245.95 U/mgprot±41.90 U/mgprot, 
198.12 U/mgprot±68.09 U/mgprot vs  119.29 
U/mgprot±33.02 U/mgprot; 108.70 μmol/L±
25.96 μmol/L, 107.39 μmol/L±32.60 μmol/L, 
98.90 μmol/L±10.71 μmol/L vs  75.89 μmol/L
±20.21 μmol/L, P <0.01或0.05). 各实验组脾
指数无明显变化 ,  差异不具有统计学意义
(P >0.05). 肝脏病理学切片显示模型组肝组织
明显围绕中央静脉的大片坏死, 并伴有细胞肿
胀变性和大量炎性细胞浸润, 细胞凋亡程度明
显加重; 联苯双酯组和HDN各剂量组肝组织

■研发前沿
随着对HDN生理
活性功能、营养
学价值的逐步认
识 ,  当 前 及 今 后
急需开发新型有
效的工艺来提取
和纯化HDN, 进
一步阐明HDN在
生物体内代谢过
程中含量变化、
代谢途径、生物
活性及利用效率
的研究很有必要, 
其有效浓度、给
药途径、作用机
制、稳定性及安
全性、与其他物
质的配伍性关系
等也需要进行深
入的研究.
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片状坏死明显减轻, 炎性细胞浸润程度明显
减轻, 凋亡程度减轻, 以联苯双酯和HDN高剂
量组效果最为显著, 接近正常肝组织. RT-PCR
结果显示, APAP可以上调Bax mRNA转录水
平, 下调Bcl-2 mRNA转录水平, Bcl-2/Bax比值
降低(0.68±0.03 vs  0.28±0.02, 0.21±0.04 vs  
0.58±0.01, P <0.01); 联苯双酯和HDN高、中
剂量组Bcl-2 mRNA转录水平均显著升高, Bax 
mRNA转录水平明显降低, Bcl-2/Bax比值升
高(0.22±0.04, 0.56±0.01, 0.75±0.01 vs  0.21
±0.04; 0.67±0.06, 0.26±0.005, 0.28±0.02 vs  
0.68±0.03, P <0.05). 

结论: HDN预处理对APAP诱导小鼠急性肝损
伤具有保护作用, 其机制可能与其抑制肝细胞
脂质过氧化反应及调控凋亡相关基因的表达
有关.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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相关基因

核心提示: 橙皮苷(hesperidin)预处理对扑热息痛

(acetaminophen)诱导小鼠急性肝损伤具有保护作

用, 其机制可能与其抑制肝细胞脂质过氧化反应

及调控凋亡相关基因的表达有关.

陈秀娟, 王超, 舒克钢, 雷焦, 聂浩, 张燕翔, 龚权. 橙皮苷预处理

对APAP诱导小鼠急性肝损伤的保护作用及凋亡相关基因的影

响.  世界华人消化杂志  2013; 21(14): 1278-1285 URL: http://
www.wjgnet.com/1009-3079/21/1278.asp DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i14.1278

0  引言

橙皮苷(hesperidin, HDN)为橙皮素与芸香糖形成

的二氢黄酮苷类化合物, 大量研究证实HDN存

在于多种植物中, 在柑桔类植物的果皮中含量

尤其丰富[1,2]. 既往研究表明, HDN具有抗炎、抗

氧化、抗过敏和消除自由基[3-5]、调节心血管系

统的功能[6,7]、抗肿瘤[8-10]、抗辐射损伤[11-13]、对

神经系统的保护[14,15]、基因毒性[16]及提高其他

药物生物利用度[17,18]等多方面生物活性. Kaur
等[19]研究发现, HDN可能通过抗氧化效应和抑

制一氧化氮(nitrogen monoxide, NO)的性质而有

效地保护脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)诱导

的大鼠肝细胞损伤、氧化应激和组织学的变化. 
在CCl4诱导的大鼠肝损伤中, HDN也能改善增

加的脂质过氧化反应, 减弱氧化应激. 这些保护

作用与HDN的抗氧化剂特性直接相关[20]. 扑热

息痛(acetaminophen, APAP)是临床上应用最广

泛的解热镇痛药物, 过量使用或蓄积时可以造

成严重的肝损害[21]. 本文通过建立APAP诱导的

小鼠急性肝损伤模型, 探讨HDN预处理对急性

肝损伤的保护作用及机制.

1  材料和方法

1.1 材料 60只SPF级♂Balb/c小鼠, 体质量22 g±
2 g, 购自武汉大学动物实验中心; HDN、APAP
均购自Sigma公司; 羧甲基纤维素钠(Sodium salt 
of caboxymethylcellulose, CMC-Na)购自天津市

科密欧化学试剂有限公司; 肝匀浆超氧化物歧

化酶(superoxide dismutase, SOD)、谷胱甘肽过

氧化物酶(glutathione peroxidase, GSH-PX)、丙

二醛(malondialdehyde, MDA)、考马斯亮兰蛋

白测定试剂盒均购自南京建成生物工程研究所; 
TRIzol试剂购自Invitrogen公司; 总RNA提取试

剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司; RT-PCR
试剂盒购自宝生物工程(大连)有限公司; PCR引
物由上海生工生物工程技术服务公司合成. 
1.2 方法  
1.2.1 造模及分组: 60只♂Balb/c小鼠随机均分

为6组: 正常组、模型组、联苯双酯组、HDN
高剂量组、中剂量组和低剂量组. HDN高(500 
mg/kg)、中(250 mg/kg)、低(125 mg/kg)剂量组

将HDN混悬于0.5%CMC-Na溶液中按0.1 mL/10 g
灌胃, 联苯双酯组(100 mg/kg)给予等量联苯双

酯溶液, 正常组和模型组给予等量的0.5%CMC-
Na溶液, 各组1次/d, 连续10 d. 末次灌胃后2 h禁
食不禁水, 除正常组外其余各组腹腔注射150 
mg/kg APAP溶液造模, 正常组腹腔注射同体积

的0.5%CMC-Na溶液. 16 h后称质量, 留取血液

标本, 肝脏、脾脏称质量后计算脏器指数, 脏器

指数 = 脏器质量(g)/体质量(g). 肝脏部分-80 ℃
冻存, 后期检测相关指标; 部分10%中性甲醛固

定, 病理形态学观察. 
1.2.2 生化指标检测: 取血后静置30 min, 4 ℃离

心3000 r/min×15 min, 取上清液, 运用自动生化

分析仪检测谷丙转氨酶(alanine aminotransferase, 
ALT)、谷草转氨酶(aspartate aminotransferase, 
AST). 取一定量的肝组织, 加9倍重量冷生理盐

水制成10%肝匀浆, 所有操作均在冰浴中进行. 
4 ℃离心3000 r/min×15 min, 取上清液严格按照

按试剂盒说明用黄嘌呤氧化酶法检测肝匀浆中

SOD活力、化学比色法测GSH-PX活力、TBA
法检测MDA含量. 

■相关报道
Park等HDN下调
pro-Caspase-3蛋
白 的 表 达 ,  上 调
凋亡因子半胱氨
酸天冬氨酸蛋白
酶3(Caspase-3)的
活 性 ,  通 过 激 活
Caspase-3的酶活
性而诱导人结肠
癌细胞的凋亡.
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■创新盘点
本文采用HDN灌
胃预处 理 ,  模 拟
目前HDN的主要
摄取方法和代谢
途径 ,  HDN预防
急性肝损伤的保
护 作 用 ,  体 现 其
预防保健的作用, 
具有现实意义.

1.2.3 肝脏组织病理形态学改变: 取小鼠肝右叶

组织用10%中性甲醛固定后常规石蜡包埋切片, 
苏木精-伊红(HE)染色, 光镜下观察肝脏组织形

态学改变.  
1.2.4 TUNEL染色: 小鼠肝组织石蜡切片, 用细胞

凋亡检测试剂盒, 严格按说明书操作, 3,3'-二氨

基联苯胺显色, 光镜下观察肝脏细胞凋亡变化. 
1.2.5 Bcl-2 mRNA、Bax mRNA的测定: 用总

R N A提取试剂盒 (北京天根生化科技有限公

司)提取总RNA后, 用紫外分光光度计测定总

RNA浓度和纯度. RT-PCR半定量法测定Bcl-2 
mRNA、Bax mRNA, 以β-ac t in作为内参照. 
Bcl-2引物序列: 上游5'-GGCATCTTCTCCTTC-
C A G-3' ,  下游5'-C TA C C C A G C C T C C G T-
TAT-3';  B a x引物序列 :  上游5'-T T T C AT C-
CAGGATCGAGCAGG-3', 下游5'-GCAAAG-
TAGAAGAGGGCAACCAC-3'; β-actin引物序

列: 上游5'-CTGTCCCTGTATGCCTCTG-3', 下游

5'-CATCGTACTCCTGCTTGCT-3'. Bcl-2和Bax
反应条件为94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性45 s, 50 ℃
(Bcl-2)、48 ℃(Bax)退火45 s, 72 ℃延伸45 s, 共
35个循环, 再72 ℃延伸5 min, 10 ℃保存. 取RT-
PCR产物在2%琼脂糖凝胶电泳, 用BIO-Rad凝
胶成像系统分析电泳带面积和光密度值, Bax、
Bcl-2与内参照基因β-ac t in的比值, 代表组织

Bax、Bcl-2相对表达量. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行数据分

析, 各项检测结果以mean±SD表示, 组间比较采

用t检验, 半定量资料采用Ridit分析. P <0.05具有

统计学意义. 

2  结果

2.1 HDN对小鼠肝、脾指数的影响 与正常组相

比, 模型组肝指数显著增加(P <0.01); 与模型组

相比, 联苯双酯组和HDN高、中剂量组肝指数

均明显降低, 差异具有统计学意义(P <0.05); 低
剂量组肝指数无明显变化(P >0.05). 各实验组

脾指数均无明显变化, 差异不具有统计学意义

(P >0.05)(表1). 
2.2 HDN对小鼠血清ALT、AST的影响 与正

常组相比 ,  模型组A LT、A S T水平有显著的

升高(P <0.01); 与模型组相比, 联苯双酯组和

HDN高、中、低剂量组ALT、AST水平明显

降低(P <0.01), 其中HDN高剂量组ALT、AST
水平明显优于低剂量组, 差异具有统计学意义

(P <0.01)(表2). 

2.3 肝组织病理形态学观察 光镜下正常组小鼠

肝组织结构清晰, 肝小叶完整, 肝细胞索围绕中

央静脉呈放射状排列, 肝细胞无变性坏死, 不伴

炎性细胞浸润. 模型组肝组织病理损伤严重, 可
见明显围绕中央静脉的大片状坏死, 并伴有肝

细胞肿胀变性及大量炎性细胞浸润; HDN高、

中剂量组和联苯双酯组肝细胞片状坏死均显著

减轻, 炎性细胞浸润程度明显减轻, 尤以高剂量

组和联苯双酯组保护效果最好, 接近正常组肝

组织. 低剂量组肝细胞部分片状坏死, 汇管区伴

有大量的炎性细胞浸润, 程度较模型组略有减

轻(图1). 
2.4 HDN对小鼠肝匀浆SOD、GSH-PX、MDA
水平的影响 SOD、GSH-PX、MDA与正常组比

较, 模型组肝组织中SOD、GSH-PX活力显著降

低(P <0.05), MDA含量显著升高(P <0.01). 与模

型组比较, HDN高、中、低剂量组和联苯双酯

组肝组织SOD、GSH-PX活力明显升高(P <0.05), 
MDA含量明显降低(P <0.05), 尤以高剂量组变化

最为显著(P <0.01)(表3). 
2.5 TUNEL检测 正常肝细胞核呈蓝色, 而凋亡肝

细胞核呈棕黄色或棕褐色. 相比于正常组, 模型

组小鼠肝组织凋亡肝细胞核明显增多; 相比于

表  1  HDN对小鼠肝、脾指数的影响 (n  = 10, mean±SD)

     分组  肝指数(%) 脾指数(‰)

正常组 4.38±0.17 3.43±0.41

模型组 5.41±0.68b 3.87±0.54

联苯双酯组 4.65±0.61c 3.49±0.56

HDN高剂量组 4.59±0.57d 3.61±0.60

HDN中剂量组 4.73±0.63c 3.74±0.68

HDN低剂量组 5.18±0.82 3.85±0.72

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组. HDN: 橙皮苷.

表  2  HDN对小鼠血清谷丙转氨酶、谷草转氨酶的影响
(n  = 10, mean±SD, U/L)

     分组       谷丙转氨酶       谷草转氨酶

正常组     45.36±11.98     78.49±10.22

模型组 1456.49±413.45b 1929.34±810.19b

联苯双酯组     66.36±13.43d   105.75±17.02d

HDN高剂量组   225.29±53.02dfh   540.92±170.57dfh

HDN中剂量组   773.06±251.27df   906.78±226.38df

HDN低剂量组   924.04±227.08df 1450.74±463.80df

bP<0.01 vs  正常组; dP<0.01 vs 模型组; fP<0.01 vs 联苯双酯组; 
hP<0.01 vs  HDN低剂量组. HDN: 橙皮苷.
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模型组, 联苯双酯组和HDN各剂量组凋亡肝细

胞核显著减少, 以联苯双酯组和HDN高、中剂

量组效果最为显著(图2). 根据同一视野中观察

到的凋亡小体数目的多少, 共分为4级,  拟定标

准如下: “-”: 肝细胞中无凋亡小体者; “+”: 
在肝细胞同一个视野中观察到1个凋亡小体者; 
“++”: 在肝细胞同一个视野中观察到2-4个凋

亡小体者;“+++”: 在肝细胞同一个视野中观

察到5个以上(含5个)凋亡小体者(表4). 

由图2和表4可知, 正常组小鼠肝细胞凋亡

程度轻微 ,  模型组小鼠肝细胞凋亡程度严重 , 
经Ridit分析, 与正常组比较差异有显著性意义

(P <0.01); 联苯双酯组和HDN各剂量组小鼠肝细

胞凋亡程度均有所减轻, 其中尤以联苯双酯组

和HDN高剂量组效果最为明显, 经Ridit分析, 与
模型组比较差异有显著性意义(P <0.01), 相比于

HDN低剂量组, HDN高、中剂量组肝细胞凋亡

程度明显减轻(P <0.01)(图2). 

■应用要点
HDN主要存在柑
橘属果实的皮、
果肉、种子中, 皮
和种子均为废弃
的副产物. 柑橘除
部分品种用于鲜
食及加工外, 许多
品种及副产物未
得到综合利用, 每
年都有极大的浪
费 .  2007年我国
柑橘种植面积达
181.46万m2, 产量
突破1800万吨, 达
到 历 史 新 高 .  因
此 ,  从 柑 橘 中 提
取具有功能性的
HDN将具有重大
的经济效益和社
会效益.

A B C

D E F

图  1  各组小鼠肝脏HE染色(×100). A: 正常组; B: 模型组; C: 联苯双酯组; D: HDN高剂量组; E: HDN中剂量组; F: HDN低

剂量组. HDN: 橙皮苷.

C

F

A B

D E

图  2  HDN对小鼠肝细胞凋亡的影响(TUNEL×400). A: 正常组; B: 模型组; C: 联苯双酯组; D: HDN高剂量组; E: HDN中剂

量组; F: HDN低剂量组. HDN: 橙皮苷.
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2.6 RT-P C R检测肝组织B c l-2 m R N A、B a x 
m R N A转录水平变化 与正常组相比, 模型组

Bcl-2 mRNA转录明显降低, Bax mRNA则明显

升高(均P <0.01), Bcl-2/Bax比值降低; 与模型组

相比较, 联苯双酯组和HDN高、中剂量组Bcl-2 
mRNA转录水平均显著升高而Bax mRNA转录

水平明显降低(P <0.01或0.05), 以联苯双酯组和

HDN高剂量组变化最为显著, Bcl-2/Bax比值升

高(P <0.01), HDN低剂量组Bcl-2 mRNA和Bax 
mRNA均无明显变化(P >0.05)(图3). 

3  讨论

APAP是临床上应用广泛的解热镇痛药物, 在正

常治疗剂量下(<25 mg/d)应用是安全的, 过量

使用或蓄积则会对人和动物造成严重的肝脏损

害. APAP(>90%)主要经葡萄糖醛酸化或硫酸

化进而排出体外, 少量经肝脏细胞色素P450代
谢, 其所致肝损害主要与其中间毒性代谢产物

N-乙酰-对-苯醌亚胺(N-acetyl-p-benzoquinone 
imine, NAPQI)有关. NAPQI可使谷胱甘肽(glu-
tathione, GSH)耗竭, 并与大分子蛋白结合[3,22], 

从而诱发氧化应激和脂质过氧化反应 [3-5]、线

粒体呼吸抑制和ATP耗竭[23,24]、细胞凋亡[17]、

DNA损伤[25,26]等, 引起肝细胞损伤. 本实验中

模型组肝指数升高, 血清ALT、AST显著升高, 
肝脏病理切片显示肝细胞大片变性、坏死, 表
明本实验成功建立APAP所致急性肝损伤动物

模型.
SOD是体内非常重要的抗氧化酶和氧自由

基清除剂, 对机体的氧化与抗氧化平衡起重要

作用. GSH-PX是灭活氧自由基的一种酶, 并能

阻断体内脂质过氧化的进程. 测定肝匀浆SOD
和GSH-PX能够直观的反应肝脏的受损情况, 其
活力的大小反映机体抗氧化和清除自基的能力. 
体内SOD、GSH-PX活性越高, 自由基清除的速

■同行评价
本文设计合理, 方
法先进, 具有一定
的理论意义和潜
在的应用价值.

表  3  HDN对小鼠肝匀浆超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶、丙二醛水平的影响 (n  = 10, mean±SD)

     
分组

  超氧化物歧化酶 

    (U/mgprot)

谷胱甘肽过氧化物酶 

           (μmol/L)

    丙二醛 

(nmol/mgprot)

正常组   327.22±26.66      122.73±6.70 11.83±1.72

模型组   119.29±33.02b        75.89±20.21b 32.04±9.32b

联苯双酯组   222.52±56.11d      108.70±25.96d 15.74±2.98d

HDN高剂量组   245.95±41.90dh      107.39±32.60c 16.04±4.92dh

HDN中剂量组   198.12±68.09d        98.90±10.71dg 20.85±6.04deg

HDN低剂量组   173.33±57.30c        86.26±9.43e 26.21±4.61f

bP <0.01 vs  正常组; cP <0.05, dP <0.01 vs  模型组; eP <0.05, fP <0.01 vs  联苯双酯组; gP <0.05, hP <0.01 vs  HDN低剂量组. HDN: 

橙皮苷.

表  4  HDN对小鼠肝细胞凋亡的影响 (n  = 10, mean±SD)

     分组   -  + ++ +++  R 值

正常组   9   1   0   0 0.28

模型组   0   0   2   8 0.90b

联苯双酯组 10   0   0   0 0.24d

HDN高剂量组   7   2   1   0 0.37dfh

HDN中剂量组   2   6   2   0 0.56dfh 

HDN低剂量组   1   4   5   0 0.65d

总计 29 13 10   8 0.50

bP<0.01 vs  正常组; dP<0.01 vs  模型组; fP<0.01 vs  联苯双酯组; 
hP<0.01 vs  HDN低剂量组. HDN: 橙皮苷.
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图  3  各组小鼠肝组织Bcl-2和Bax mRNA的转录水平的变
化. 1: 正常组; 2: 模型组; 3: 联苯双酯组; 4: HDN高剂量组; 

5: HDN中剂量组; 6: HDN低剂量组. aP<0.05, bP<0.01 vs  模

型组. HDN: 橙皮苷.
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度越快. MDA是脂质过氧化反应的产物, 可严

重破坏细胞膜结构, 导致细胞肿胀、坏死. 因此

MDA不仅是反映脂质过氧化的敏感指标, 还可

间接反映出细胞损伤的程度. 实验结果显示, 与
正常组相比, 模型组肝匀浆SOD、GSH-PX活力

显著降低(P <0.01), MDA含量显著升高(P <0.01), 
表明机体内氧化与抗氧化系统已经失衡, 机体

抗氧化和清除自由基的能力显著降低, 并且肝

细胞受到严重损害. 与模型组相比, HDN高、

中剂量组肝匀浆SOD、GSH-PX活力均显著升

高(P <0.05), MDA含量明显降低(P <0.01), 表明

HDN可能通过提高SOD、GSH-PX活性, 增强机

体抗氧化和清除自由基的能力, 降低肝细胞脂

质过氧化作用, 维持细胞质膜的正常结构, 从而

降低肝细胞的损伤程度. 
关于APAP所致肝细胞死亡方式, 目前意见

尚未统一. Ferret等[27]认为, 过量的APAP既可以

引起肝细胞坏死也可以引起肝细胞凋亡, 肝损

害中的细胞死亡40%以上是通过凋亡, 而非坏

死. Gujral等[28]认为, APAP肝损害可引起肝细胞

凋亡的明显增加, 但90%以上的肝细胞死亡仍

然是通过坏死, 而非凋亡. 田丰等[29]认为, APAP
肝损害, 早期以凋亡为主, 后期以坏死为主, 两
者是共存的. Bcl-2家族蛋白的表达和调控是影

响细胞凋亡的关键因素之一. Bcl-2和Bax分别是

Bcl-2家族中最有代表性的抑制凋亡和促进凋亡

基因，并且Bax是Bcl-2活性的主要调控因子. 近
年来研究表明[30,31], Bcl-2和Bax调节细胞凋亡, 
不仅取决于自身表达的高低, 还与Bax/Bcl-2的
比率有关. Bax表达水平高于Bcl-2时, 则形成Bax
和Bax同源二聚体, 细胞凋亡增加; Bcl-2水平高

于Bax时, Bcl-2和Bax形成异源二聚体, 细胞凋亡

受抑制. 实验结果显示, 模型组小鼠肝细胞凋亡

严重, 肝脏中Bcl-2 mRNA表达减少, Bax mRNA
表达增多; 通过HDN预处理, 小鼠肝细胞凋亡减

轻, 肝脏Bcl-2 mRNA表达显著升高, Bax mRNA
表达显著降低(P <0.01), 表明HDN可以调控凋亡

相关基因的表达, 抑制肝脏细胞凋亡, 从而减轻

肝组织损伤.
总之, HDN预处理对APAP所致小鼠急性肝

损伤具有一定的保护作用, 其机制可能与其抑

制肝细胞脂质过氧化反应, 提高机体抗氧化和

清除自由基的能力, 调控凋亡相关基因Bcl-2和
Bax的表达、升高Bcl-2/Bax比值有关, 但其具体

机制尚需进一步研究.
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