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Abstract
AIM: To explore the effects of simvastatin on 
acute live failure in mice and the underlying 
mechanism. 

METHODS: D-galactosamine (D-GaIN) and 
lipopolysaccharide (LPS) were used to induce 
acute liver failure in BALB/c mice. Male mice (6-8 
wk) were randomly assigned to three groups 
(n = 18), a normal group, an acute liver failure 
group and a simvastatin treatment group. Ka-
plan-meier method was used for survival analy-
sis. Serum ALT levels at different time point 
(6, 12, 24, 48 h) and hepatic superoxide level at 
24 h were measured by biochemical methods. 
Hepatic morphological changes at 24 h were as-
sessed by HE staining and hepatocyte HMGB1 
cytoplasmic translocation was detected by im-
munohistochemistry. Serum levels of HMGB1, 
IL-1β, TNF-α, IL-6 and IL-10 were detected by 
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辛伐他汀保护小鼠急性肝衰竭肝损伤

雷延昌, 罗 盼, 李 雯

®

■背景资料
内毒素血症和微
循环障碍所继发
的肝损伤在肝衰
竭发病中十分重
要. 辛伐他汀改善
败血症血管炎症
反应和微循环障
碍, 对肝移植后缺
血再灌注损伤具
有保护作用 .   然
而, 辛伐他汀对肝
衰竭的保护作用
尚不清楚. 

ELISA. Expression of eNOS, P-eNOS and LC3Ⅱ 
in liver tissues was analyzed by Western blot. 

RESULTS: The survival rate at one week was 
significantly higher in the simvastatin treatment 
group than in the acute liver failure group (83.3% 
vs 33.3%, P < 0.01). Simvastatin treatment sig-
nificantly decreased ALT levels at 6, 12, 24, and 
48 h compared with the acute liver failure group 
(all P < 0.01). Serum levels of HMGB1 at 6 and 
12 h and IL-1β at 12 h were also decreased sig-
nificantly in the simvastatin group (all P < 0.01), 
and the inflammation or necrosis and hepato-
cyte HMGB1 cytoplasmic translocation in liver 
tissues were decreased in the simvastatin group. 
In simvastatin-treated mice, eNOS, P-eNOS and 
LC3Ⅱ expression in liver tissue was increased 
compared to the acute liver failure group. How-
ever, hepatic superoxide level at 24 h was de-
creased in the simvastatin group. 

CONCLUSION: Simvastatin protects against 
acute live failure possibly by improving endo-
thelial dysfunction, oxide stress and hepatocyte 
autophagy in mice. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要  
目的: 了解辛伐他汀对急性肝衰竭肝损伤的
保护作用及其机制.  

方法:  D-氨基半乳糖(D g a l a c t o s a m i n e, 
D-GaIN)和细菌脂多糖(Lipopolysaccharide, 
LPS)腹腔注射建立小鼠急性肝衰竭模型. ♂
6-8周龄Balb/c随机分为正常组、肝衰竭对照
组和辛伐他汀组, 每组18只. Kaplan-Meier法
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■研发前沿
改善内毒素血症
和微循环障碍减
轻肝衰竭肝细胞
炎 症 坏 死 ,  糖 皮
质激素和目前的
保肝抗炎药物可
减 轻 炎 症 反 应 , 
但糖皮质激素的
不良反应和护肝
药物治疗肝衰竭
的 效 果 有 限 ,  探
索改善内毒素血
症和微循环障碍
的方法十分必要.

分析小鼠生存率, 生化检测6、12、24和48 h
血清丙氨酸转氨酶(alanine aminotransferase, 
ALT)和24 h肝脏超氧化物水平. HE染色分析
24 h肝脏形态学变化, 免疫组织化学分析12 
h肝脏高迁移率族蛋白1(high mobility group 
box-1 protein, HMGB1)表达. ELISA检测血
清HMGB1、白介素-1β(interleukin-1β, IL-
1β、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)、IL-6和IL-10水平, 免疫印迹分析
内皮型一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide 
synthase, eNOS)、磷酸化内皮型一氧化氮合
酶(P-eNOS)和LC3Ⅱ表达.  

结果: 辛伐他汀组1 wk生存率为83.3%显著高
于肝衰竭对照组的33.3%(P <0.01); 6、12、24
和48 h血清ALT水平显著低于急性肝衰竭组
(P <0.01). 辛伐他汀组6和12 h的HMGB1水平
以及24 h的IL-1β水平显著低于肝衰竭对照组
(P <0.01), 肝脏炎症坏死和HMGB1胞浆移位
较对照明显减轻. 辛伐他汀增加急性肝衰竭动
物肝脏eNOS、P-eNOS和LC3Ⅱ表达水平, 降
低肝组织超氧化物水平.  

结论: 辛伐他汀对急性肝衰竭具有保护作用, 
其机制与改善内皮细胞功能障碍、氧化应激
和促进肝细胞自噬有关.   

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 辛伐他汀改善肝脏内皮细胞功能障

碍、氧化应激和促进肝细胞自噬保护急性肝衰

竭肝损伤.
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0  引言

革兰氏阴性菌脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)抑
制肝窦内皮细胞NO产生, 增加肝脏血管阻力和

降低乙酰胆碱的舒血管效应导致内皮细胞功能

障碍[1-3]. 最近研究发现, 辛伐他汀抑制LPS诱导

的肝脏内皮细胞功能障碍, 保护内毒素血症引

起的肝损伤[4]. 慢性肝病和肝硬化内毒素血症导

致肝窦内皮细胞功能障碍, 尤其在肝硬化肠道

细菌移位时加重[5-9], 辛伐他汀改善肝硬化门脉

高压患者肝窦内皮细胞功能障碍[10-12]. 此外, 他
汀类药物改善败血症血管炎症反应和微循环障

碍[13,14]. 最近研究发现, 辛伐他汀保护肝移植后

缺血再灌注损伤, 在供体肝脏冷藏液中加入辛

伐他汀可以维持肝脏血管内皮细胞KLF2表达发

挥血管保护作用, 抑制肝损伤、炎症反应和氧

化应激, 从而改善内皮细胞功能障碍[15].  
目前认为, 内毒素血症和微循环障碍导致的

继发性肝损伤在肝衰竭的发生发展过程中发挥

重要作用[16]. 病毒、药物、酒精等直接或免疫损

伤致肝细胞坏死和局部炎症反应, 炎症反应导

致微循环障碍造成缺血缺氧进一步加重肝细胞

死亡, 促进内毒素血症的发生, 最终加速肝细胞

死亡和肝衰竭的发生和进展. 基于辛伐他汀保

护内毒素血症和缺血再灌注引起的肝损伤, 改
善微循环障碍和肝硬化肝窦内皮细胞功能障碍, 
推测辛伐他汀具有改善微循环障碍对急性肝衰

竭具有保护作用. 为验证上述假说进行本研究.  

1  材料和方法

1.1 材料 ♂6-8周龄Balb/c小鼠, 体质量20 g±
0.5 g, 由南昌大学医学院动物实验中心提供(动
物质量合格证编号2013091206), 动物饲养和处

理严格按照美国国立卫生研究院实验动物饲

养和使用指南. 主要试剂: 细菌脂多糖(Sigma
公司, 美国), D-氨基半乳糖(Sigma公司, 美国); 
辛伐他汀标准品购自中国药品生物制品检定

所. 高迁移率族蛋白1(high mobility group box-1 
protein, HMGB1)和白介素-1β(interleukin-1β, IL-
1β)、肿瘤坏死因子-a(tumor necrosis factor-a, 
T N F-a)、I L-6和I L-10试剂盒(N E B公司, 美
国), 超氧化物检测试剂盒(碧云天, 中国). 兔抗

鼠HMGB1(ABGENT公司, 美国); 兔抗鼠LC3
Ⅱ(Cell signaling公司, 美国); 兔抗鼠eNOS 和
P-eNOS(Abcam公司, 英国).  
1.2 方法

1.2.1 动物模型及分组: Balb/c小鼠♂实验前12 h禁
食, 不禁水. 动物随机分为3组: 正常组、急性肝

衰竭组和辛伐他汀组, 每组18只. 急性肝衰竭组

给予D-GaIN(600 mg/kg)和LPS(10 μg/kg)腹腔注

射, 辛伐他汀治疗组在腹腔注射D-GaIN/LPS前3 d
每日给予辛伐他汀(25 mg/kg)灌胃, 正常组和急性

肝衰竭对照组在相应时间点等量PBS灌胃.  
1.2.2 标本收集: 腹腔注射D-GaIN/LPS后6、
12、24、48 h对存活动物眼眶采血分离血清置

于-80 ℃保存. 分别于12和24 h处死部分动物, 肝
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■相关报道
辛伐他汀保护内
毒素血症和缺血
再灌注引起的肝
损伤, 改善微循环
障碍和肝硬化肝
窦内皮细胞功能
障 碍 ,  其 机 制 是
通过抑制炎症反
应、氧化应激、
改善微循环障碍
和促进肝细胞自
噬等.

组织用40 g/L中性甲醛固定, 进行免疫组织化学

检测HMGB1表达和肝脏病理分析.  
1.2.3 血清生化和细胞因子检测: 全自动生化分

析仪检测ALT, 血清HMGB1和IL-1β、TNF-α、
IL-6和IL-10和超氧化物检测按照生产厂家说明

书进行, 根据标准品获得标准曲线计算结果.  
1.2.4 免疫印迹及其分析: 免疫印迹及其分析: 取 
0.5 g肝组织研磨后加入1 mL含蛋白酶抑制剂混

合物的双蒸水混匀-80 ℃保存, 取10 µL样品加

入90 µL RIPA高效裂解液(碧云天, 中国)充分裂

解, 6000 g离心30 s, 加入50 µL上样缓冲液, 聚丙

烯酰胺凝胶电泳后转移至硝酸纤维素膜上, 10%
的BSA在4 ℃封闭过夜, 一抗37 ℃孵育2 h, 1∶
10000辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG抗体

37 ℃孵育0.5 h, 化学发光法检测结果, Quntity 
one分析软件进行灰度分析.  

统计学处理 所有数据用SPSS18.0软件作统

计学分析, 数据资料以mean±SD表示, 生存率比

较采用Log-rank检验, 重复测量设计资料分析采

用方差分析, 两组间比较应用独立样本t检验, 两

个样本率的比较用χ2检验, P <0.05为差异有统计

学意义.  

2  结果

2.1 辛伐他汀治疗提高D-GalN/LPS急性肝衰竭

小鼠生存率和降低血清ALT水平 Kaplan-Meier
生存分析显示, D-GalN/LPS腹腔注射小鼠1 wk
生存率为33.3%, 显著低于MSC-CM治疗组的

83.3%(P <0.01, 图1). 生化检测小鼠血清ALT水
平可了解肝细胞损伤的程度, 急性肝衰竭小鼠

血清ALT在6 h开始升高, 12 h达峰值, 24 h维持

在较高水平, 48 h逐渐恢复. 辛伐他汀治疗组6、
12和24 h血清ALT水平显著低于急性肝衰竭组

(P <0.01, 表1).  
2.2 辛伐他汀降低急性肝衰竭小鼠I L-1β和

HMGB1水平, 对TNF-a、IL-6和抗炎因子IL-10
水平没有影响 在本研究中, D-GalN/LPS诱导急

性肝衰竭小鼠血清12 h的ALT水平达峰值.  前期

研究显示, 小鼠血清TNF-a、IL-1β、IL-6和抗

炎因子IL-10的峰值水平也出现在12 h. 为了解

辛伐他汀对急性肝衰竭炎症因子和抗炎因子水

平的影响, ELISA检测结果显示, 辛伐他汀治疗

组TNF-a、IL-6和抗炎因子IL-10与对照组无显

著差异, 而IL-1β显著低于对照组(P <0.01, 图2A). 
近年来发现HMGB1在急性肝衰竭炎症反应中

发挥重要作用, 研究者前期发现D-GalN/LPS诱
导急性肝衰竭小鼠血清HMGB1在6 h已开始升

高, 12 h达高峰, 24 h开始下降, 48 h接近正常水

平. 为了解MSC-CM治疗对肝衰竭HMGB1的影

响, 比较6、12和24 h血清HMGB1水平, 结果显

示辛伐他汀治疗组在6和12 h的HMGB1水平显

著低于肝衰竭对照组(P <0.01, 图2B).
2.3 辛伐他汀治疗减轻肝衰竭小鼠肝组织炎症

坏死和HMGB1肝细胞移位 急性肝衰竭对照组

肝细胞大片状坏死, 坏死区大量炎症细胞浸润

(图3C), 肝脏 HMGB1不仅在胞核表达, 大量肝

表  1  辛伐他汀对急性衰竭小鼠血清谷丙转氨酶(U/L)水平的影响 (mean±SD, n  = 18)

     
分组 6 h 12 h 24 h 48 h

正常组 60.00±14.25 60.67±9.14 57.17±9.47 58.07±10.57

辛伐他汀组  761.31±194.16d     2355.86±1118.28d    890.39±409.42d  474.06±323.56d

肝衰竭组  736.62±421.54bd     7612.86±1979.75bd     3741.43±1937.35bd 204.95±45.29bd

bP<0.01 vs  辛伐他汀治疗组; dP<0.01 vs  正常组.
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图  1  辛伐他汀治疗组和D-GalN/LPS急性肝衰竭对照组小
鼠1 wk生存曲线. Balb/c小鼠腹腔注射D-GalN/LPS(600 mg/

kg, 10 μg/kg)诱导急性肝衰竭, 腹腔注射前3 d, 1次/d给予辛

伐他汀(25 mg/kg)灌胃. Kaplan-Meier生存率分析, P <0.01 

(Log rank test, F = 8.661, P  = 0.003). SMT: 辛伐他汀; Con-

trol: 急性肝衰竭对照组.
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■创新盘点
辛伐他汀提高急性
肝衰竭生存率, 降
低血清ALT、IL-1β
和后期炎症因子
HMGB1水平减轻
肝脏炎症坏死和
HMGB1胞浆移位, 
增加肝脏P-eNOS
和LC3Ⅱ表达水平, 
降低肝组织超氧化
物水平.
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图  2  辛伐他汀对肝衰竭小鼠血清炎症因子和抗炎因子水平的影响. 辛伐他汀治疗组(n  = 18)和肝衰竭组(n  = 18)血清细胞

因子水平. A: 血清细胞因子水平, 辛伐他汀治疗组12 h的TNF-α、IL-6和抗炎因子IL-10水平与肝衰竭组无差异, 两组IL-

1β水平差异有显著性, bP<0.01 vs  肝衰竭素; B: 血清HMGB1水平, 辛伐他汀治疗组12和24 h血清HMGB1水平显著低于肝衰

竭组, bP<0.01 vs  肝衰竭素, 而血清6 h的HMGB1水平无差异. IL: 白介素; TNF: 肿瘤坏死因子.
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图  3  辛伐他汀减轻肝衰竭小鼠肝组织炎症坏死(×200). A: 正常小鼠肝组织HE染色; B: 正常小鼠肝脏细胞HMGB1表达在

胞核; C: 急性肝衰竭组小鼠肝细胞片状坏死, 坏死区大量炎症细胞浸润; D: 急性肝衰竭组小鼠大量肝细胞胞浆表达HMGB1, 

发生HMGB1胞浆移位; E: 辛伐他汀治疗组仅出现局灶性肝细胞坏死; F: 辛伐他汀治疗组仅发生少量HMGB1胞浆移位; G: 

肝细胞HMGB1胞浆移位率. 辛伐他汀治疗组肝细胞HMGB1胞浆移位率显著低于肝衰竭组, bP<0.01 vs  肝衰竭组.
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细胞胞浆有明显表达(图3D). 辛伐他汀治疗组肝

小叶结构基本完整, 局灶肝细胞嗜酸性变, 无炎

症细胞浸, HMGB1胞浆表达肝细胞较少(图3E, 
3F). 图像分析对照组HMGB1肝细胞移位率显著

高于辛伐他汀治疗组(P <0.01, 图3G). 
2.4 辛伐他汀增加内皮细胞氧化亚氮合成酶和

降低肝脏过氧化物水平 为了解辛伐他汀对急性

肝衰竭肝脏微循环障碍和氧化应激的影响, 免
疫印迹检测肝脏eNOS和P-eNOS水平显示, 急
性肝衰竭小鼠肝脏eNOS和P-eNOS较PBS对照

组明显降低, 辛伐他汀治疗增加其表达水平(图
4A). 测定各处理组肝组织过氧化物水平显示, 
辛伐他汀治疗组肝脏超氧化物浓度比值显著低

于肝衰竭对照组(P <0.01, 图4B). 
2.5 辛伐他汀促进急性肝衰竭小鼠肝细胞自噬 
近年来的研究显示, 诱导自噬保护多种诱因的

急性肝细胞损伤. 为了解辛伐他汀的肝脏保护

作用与肝细胞自噬有关, 免疫印迹检测不同治

疗组肝脏LC3Ⅱ表达显示, 辛伐他汀组肝脏LC3
Ⅱ表达较急性肝衰竭组高(图5). 表明辛伐他汀

促进急性肝衰竭肝细胞自噬.  

3  讨论

D-GalN/LPS腹腔注射是目前比较成熟的小鼠急

性肝衰竭模型, 较好的模拟肝衰竭发病机制. ♂

Balb/c小鼠腹腔注射D-GalN/LPS 1 wk生存率为

33.3%, 动物死亡发生在给药后12-24 h , 与作者

之前的研究一致[17,18]. 辛伐他汀治疗组小鼠1 wk
生存率为83.3%显著高于肝衰竭对照组的33.3%. 
急性肝衰竭小鼠血清ALT水平在6 h开始升高, 
12 h达高峰, 24 h开始下降并逐渐恢复正常, 与
国外的研究和作者近来的研究结果一致[17,19,20]. 
辛伐他汀治疗组显著降低血清ALT水平和肝脏

炎症减轻, 显示其保护急性肝衰竭肝损伤保护 
作用.  

内毒素血症和肝脏微循环障碍所继发的肝

损伤在肝衰竭的发生发展过程中具有重要作用

目前已得到共识[16]. 肝衰竭内毒素血症发生率

可高达90%-100%, 内毒素血症产生的LPS刺激

巨噬细胞或枯否细胞释放大量炎症因子加重肝

损伤. 氯化钆部分清除肝脏枯否细胞, 显著降低

D-GalN/LPS诱导小鼠急性肝损伤, 提高生存率[21]. 
近年来发现, 后期炎症因子HMGBl在急性肝衰

竭发生和疾病的严重程度密切相关[12], 急性肝衰

竭发生肝细胞HMGB1胞浆移位[22]. HMGB1可
通过LPS刺激巨噬细胞和血管内皮细胞等主动

释放, 亦可由坏死肝细胞被动释放[23-26], HMGB1
促进TNF-α、IL-1β、IL-6和IL-8释放和外周单

核细胞趋化因子释放, 募集更多炎症细胞加剧

炎症反应和组织损伤. 本研究显示, 与急性肝衰

■应用要点
本研究显示辛伐
他汀保护急性肝
衰竭肝损伤. 近年
来发现, 辛伐他汀
与核苷类抗病毒
药物联合增加抗
病毒效应, 辛伐他
汀治疗慢乙型肝
炎肝衰竭值得进
一步研究.
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图  4  辛伐他汀对内皮细胞氧化亚氮合成酶和肝脏过氧化
物水平的影响. A: 免疫印迹检测不同处理组肝脏eNOS和

P-eNOS表达; B: 各处理组肝脏过氧化物水平. bP<0.01, t  = 

9.1 vs 肝衰竭组. eNOS: 内皮型一氧化氮合酶; P-eNOS: 磷

酸化内皮型一氧化氮合酶.
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图  5  辛伐他汀促进急性肝衰竭肝细胞自噬. A: 免疫印迹

检测肝脏LC3Ⅱ表达; B: 以PBS组为1.0比较不同处理组肝

脏LC3Ⅱ表达, 辛伐他汀治疗组LC3Ⅱ表达较肝衰竭组增高, 
aP<0.05, t  = 3.11 vs  肝衰竭组.
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竭对照组比较, 辛伐他汀组血清12 h的HMGB1
和IL-1β水平显著降低, 而TNF-α、IL-1β、IL-6
以及抗炎因子IL-10的水平无差异. 然而, 辛伐他

汀治疗组肝脏炎症坏死和肝细胞HMGB1胞浆

移位显著减轻. 由于HMGB1既可通过巨噬细胞

LPS刺激产生, 又可通过坏死肝细胞被动释放, 
提示辛伐他汀对LPS刺激巨噬细胞或枯否细胞

炎症因子释放的影响较小, 不是其保护肝衰竭

肝细胞损伤的主要机制.  
肝衰竭继发性肝损伤的另外一个重要因素

是肝脏微循环障碍, 肝脏炎症反应导致微循环

障碍, 造成了缺血缺氧性损伤, 缺血缺氧直接导

致肝细胞死亡, 肝细胞大量死亡, 肝脏解毒能力

降低、肠道屏障功能障碍、免疫抑制等, 促进

内毒素血症的发生, 内毒素血症加速了肝细胞

的死亡[16].  
败血症和肝硬化内毒素血症导致肝窦内皮

细胞功能障碍, LPS抑制肝窦内皮细胞NO产生, 
增加肝脏血管阻力[1-4]. 近年来的研究发现, 辛伐

他汀改善败血症和肝硬化门脉高压患者肝窦内

皮细胞功能障碍, 减轻肝损伤[4,10-12]. 最近发现, 
辛伐他汀保护肝移植缺血再灌注损伤, 其作用

是通过改善内皮细胞功能障碍, 抑制炎症反应

和氧化应激减少肝损伤[15]. 本研究发现辛伐他汀

增加急性肝衰竭动物肝脏eNOS和P-eNOS, 降低

肝组织超氧化物水平. 肝脏eNOS和P-eNOS主要

由肝脏血管内皮细胞产生, 因此, 辛伐他汀增加

血管内皮细胞eNOS和P-eNOS表达, NO水平增

加改善急性肝衰竭微循环障碍, 同时降低氧化

应激反应, 保护微循环障碍继发性肝细胞损伤.  
最近研究显示, 细胞自噬可以选择性清除

损伤的线粒体, 保护线粒体损伤诱导的细胞死

亡. 促进肝细胞自噬可以保护对乙酰氨基酚、

D-GalN/LPS以及酒精对小鼠的肝细胞毒性, 抑
制肝细胞自噬增加TNF-α和D-GalN诱导的肝细

胞凋亡及损伤[27-29]. 虽然LPS可以促进肝细胞自

噬, 但D-GalN抑制LPS诱导的肝细胞自噬[29]. 本
研究发现辛伐他汀增加急性肝衰竭小鼠肝脏

LC3BⅡ表达水平, 促进肝细胞自噬, 是保护肝损

伤的机制之一.  
本研究显示辛伐他汀提高急性肝衰竭小鼠

生存率, 降低血清ALT水平, 改善肝脏炎症坏死

和HMGB1肝细胞胞浆移位, 增加急性肝衰竭动

物肝脏eNOS、P-eNOS和LC3BⅡ表达水平, 降
低肝组织超氧化物水平, 但对LPS刺激巨噬细胞

或枯否细胞炎症因子释放的影响较小. 因此, 辛

伐他汀对急性肝衰竭具有保护作用与改善内皮

细胞功能障碍、氧化应激和促进肝细胞自噬有

关. 该结果为辛伐他汀保护肝衰竭肝细胞损伤

提供了新的理论基础, 具有重要的理论和应用

价值.  此外, 辛伐他汀与核苷类抗乙型肝炎病毒

药物联合增加其病毒抑制作用[30]. 因我国肝衰竭

大部分是慢性乙型肝炎引起效应, 应用辛伐他

汀治疗慢性乙型肝炎肝衰竭值得进一步研究.  
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