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Abstract
AIM
To investigate the effect of shikonin on concanavalin 
A (Con A)-induced acute liver injury in mice and 
explore the underlying mechanisms.

■背景资料
紫草素 ,  提取于
紫草 ,  是一种脂
溶 性 很 强 的 萘
醌类色素 ,  具有
多种特性 ,  包括
抗、抗氧化、抗
肿瘤、抗细菌和
组织修复等 .  近
几年来 ,  紫草素
的抗炎效果在多
种 炎 症 动 物 模
型中被证实 ,  但
其在急性肝损伤
中的作用及相关
机 制 尚 未 有 报
道 .  本实验主要
针对不同浓度紫
草素对刀豆蛋白
A(concanavalin A, 
Con A)诱导的急
性肝损伤的作用
及可能机制进行
研究.

METHODS
Acute liver injury was induced by Con A in 
Balb/c mice through tail injection. The mice 
were randomly divided into five groups of 
fourteen mice as follows: (1) normal group; 
(2) Con A-induced model group; (3) low-
dose (12.5 mg/kg) shikonin + Con A group; (4) 
medium-dose (25 mg/kg) shikonin + Con A 
group; (5) high-dose (50 mg/kg) shikonin + Con A 
group. Histological grading and the measurement 
of the levels of alanine transaminase (ALT), 
aspartate transaminase (AST), nitric oxide 
(NO), inducible nitric oxide synthase (iNOS), 
nuclear factor-κB (NF-κB), IκBα and IκBβ were 
performed.

RESULTS
Compared to the normal group, the histological 
grade as well as the levels of ALT, AST, NO, 
iNOS and NF-κB significantly increased in 
the model group, but the levels of IκBα and 
IκBβ were decreased. After shikonin (50 mg/kg) 
treatment, the histological grade and the levels of 
ALT, AST, NO, iNOS and NF-κB significantly 
were decreased, and the levels of IκBα and 
IκBβ were increased. The doses of 12.5 mg/kg 
and 25 mg/kg worked inefficiently.

CONCLUSION
Shikonin (50 mg/kg) protects against Con 
A-induced liver injury by decreasing the level of 
NO, which may correlate with the amelioration 
of NF-κB activity.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
探索紫草素对刀豆蛋白A(concanavalin A, 
Con A)诱导的急性肝损伤的保护作用及其
可能机制.

方法
通过尾静脉注射Con A建立急性肝损伤模型. 
小鼠随机分为正常组、肝损伤模型组、紫草
素低剂量组(12.5 mg/kg)、紫草素中剂量组
(25 mg/kg)、紫草素高剂量组(50 mg/kg), 共
计5个分组. 检测不同分组之间的谷丙转氨
酶(alanine transaminase, ALT)、谷草转氨酶
(aspartate transaminase, AST)水平; HE染色比
较不同分组之间的病理改变; 一氧化氮检测
试剂盒检测不同分组之间的一氧化氮水平; 
Western blot测定一氧化氮合酶(inducible nitric 
oxide synthase, iNOS)、核因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-κB)、IκBα和IκBβ的表达. 

结果
与正常组相比, 模型组中血清中的A LT和
AST水平显著升高(P <0.05); 模型组肝组织
坏死明显, 坏死率差异具有统计学意义; 模
型组肝组织中NO的合成增多(P <0.05); 模型
组肝组织中iNOS和NF-κB表达增多, IκBα
和IκBβ的表达减少. 与模型组相比, 紫草素
(50 mg/kg)显著降低小鼠血清中的ALT和
AST水平, 并减少肝细胞坏死率; 同时减少
iNOS和NF-κB表达, IκBα和IκBβ的表达
则增多. 低剂量组(12.5 mg/kg)和中剂量组
(25 mg/kg)与模型组比较无统计学差异. 

结论
紫草素(50 mg/kg)可以显著改善Con A诱导
的急性肝损伤, 且可能是通过抑制NF-κB信
号通路激活, 进而减少NO合成来实现的. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 紫草素可能是通过抑制核因子-κB 
(nuclear factor-κB, NF-κB)信号通路激活, 进而

减少一氧化氮合酶表达和一氧化氮合成来改善

刀豆蛋白A(concanavalin A, Con A)诱导的急性

肝损伤.
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0  引言

急性肝损伤可以由各种原因导致, 包括药物, 
病毒, 酒精, 高脂饮食和射线等等. 目前来说, 
肝脏疾病仍然是一个全球性的问题, 因急性

肝损伤所引起的死亡率仍然较高[1,2]. 因此, 迫
切需要寻求更多的药物来改善各种原因引起

的肝损伤. 同时在发病机制方面, 大量研究表

明, 多种炎症因子和调控通路在急性肝损伤的

进展中起着重要的角色, 如白介素(interleukin, 
IL)-1, IL-2, IL-6, 一氧化氮合酶(inducible nitric 
oxide synthase, iNOS)分子和核因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-κB)信号通路等[3-7]. 紫草素, 提取

于紫草, 是一种脂溶性很强的萘醌类色素, 分
子式为C16H16O5, 具有多种特性, 包括抗、抗

氧化、抗肿瘤、抗细菌和组织修复等[8,9]. 近
几年来, 紫草素的抗炎效果在多种炎症动物模

型中被证实, 同时其可能的抗炎机制也通过体

外模型逐步被发现[10-13]. 这些动物模型包括有

关节炎、胰腺炎、急性肺损伤和脑缺血再灌

注损伤等, 比如在2009年, Dai等[14]发现紫草素

可以改善自身免疫性关节炎. 内毒素所诱导的

急性肺损伤可以被紫草素改善, 这一作用也在

2013年被科学家证实[15]. 同样的, 也有研究指

出紫草素可以通过抑制NF-κB途径来改善雨

蛙素所诱导的急性胰腺炎[16]. 总而言之, 紫草

素的抗炎作用被越来越多的人所熟知, 但其在

急性肝损伤中的作用及相关机制尚未有报道. 
本实验主要针对不同浓度紫草素对刀豆蛋白

A(concanavalin A, Con A)诱导的急性肝损伤的

作用及可能机制进行研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Balb/c小鼠(6-8 wk, 20-21 g)均购自

上海斯莱克动物实验有限公司(上海, 中国). 自
由饮食, 饲养环境温度控制在25 ℃. 12 h光照

周期. 紫草素(纯度>95%)和Con A购自Sigma-
Aldrich(St. Louis, MO, United States). 紫草素

和Con A均被保存在4 ℃. 小鼠天冬氨酸氨基
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■研发前沿
一氧化氮是急性
肝损伤发生发展
过程中的重要损
伤因子 .  一氧化
氮的合成取决于
一 氧 化 氮 合 酶
(inducible nitric 
oxide synthase, 
iNOS)的调控和
表 达 .  同 时 ,  在
急 性 肝 损 伤 的
炎症反应中 ,  核
因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-κB)
通 路 起 着 重 要
作用 ,  调控多种
炎症因子 ,  如白
介素(interleukin, 
IL)-2, IL-6, iNOS
等的表达.
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■相关报道
有报道指出 ,  在
Con A诱导的急
性肝损伤模型中, 
NF-κB信号通路
可以调控HMGB1
的合成和释放, 进
一步调控自噬的
发生发展, 这一机
制同样在该疾病
模型中起着重要
作用.

转移酶(aspartate transaminase, AST)ELISA试

剂盒、小鼠谷丙转氨酶(alanine transaminase, 
ALT)ELISA试剂盒和一氧化氮检测试剂盒均

购自上海江莱生物科技有限公司. 相关抗体包

括NF-κB、IκBα、IκBβ、iNOS和β-actin均购

自Cell Signaling Technology Inc.(Beverly, MA, 
United States).
1.2 方法

1.2.1 动物处理: 小鼠随机分为以下5组, 每组14
只. 分组如下, 第1组: 正常组(saline组); 第2组: 
Con A模型组; 第3组: 紫草素(12.5 mg/kg)+Con 
A组; 第4组: 紫草素(25 mg/kg)+Con A组; 第5
组: 紫草素(50 mg/kg)+Con A组. 实验前2 wk
开始将紫草素溶解在花生油中, 设定3个剂量

浓度, 分别为12.5、25和50 mg/kg, 通过灌胃的

方式预保护小鼠, 每天1次. 正常组和Con A模

型组给予同等剂量花生油灌胃. 灌服14 d结束

后1 h除正常对照组外各组小鼠均尾静脉注射

Con A溶液, 剂量为20 mg/kg, 正常对照组小鼠

尾静脉注射同剂量生理盐水. 小鼠分别在Con 
A注射后3和6 h后进行去眼球采血, 静置2 h后, 
3000 r/min, 离心15 min, 取血清保存于-20 ℃冰

箱中, 以备测定ALT、AST; 各组小鼠均处死

并取肝左叶以液氮速冻后保存于-80 ℃冰箱

中, 以备NF-κB、IκB-α、IκB-β和iNOS检测. 
取肝右叶置于40 g/L多聚甲醛4 ℃下固定, 用
于HE染色. 
1.2.2 生化分析: 取小鼠血清, 按试剂盒说明测

定血清中AST、ALT含量. NO的测定也按照试

剂盒说明书进行操作, 简言之, 精确称取肝组

织100 g, 提取总蛋白, 定蛋白含量后, 测定NO
水平, 并以每个样品蛋白含量进行含量校正. 
1.2.3 病理学检测: 小鼠肝脏组织分离得到后

在40 g/L甲醛中固定24 h. 完成的组织蜡块用

切片机切成5 μm厚的切片. 切片经HE染色后

在光镜下观察. 其中坏死区域面积用Image-pro 
Plus6.0软件进行定量分析. 
1.2.4 Western blot分析: 将储存在-80 ℃的肝组

织解冻, 使用蛋白提取试剂盒获得总蛋白. 通
过BCA法检测蛋白浓度, 将不同分组间等量的

蛋白量加入胶孔内, 经浓缩胶和分离胶分离后, 
转膜至PVDF膜上. 转膜完毕后, 非结合位点

用5%牛奶进行封闭1 h, 后用相应抗体孵育过

夜, 浓度分别为NF-κB(1∶500), IκBα(1∶500), 
IκBβ(1∶500)和iNOS(1∶500). 在第2天, 所有

膜用PBST清洗3次, 每次5 min. 洗毕后, 所有膜

用PBST清洗3次, 然后用对应二抗孵育1 h. 洗
去二抗后, 予曝光. 用凝胶成像分析系统对NF-
κB、IκBα、IκBβ和iNOS蛋白条带与相应得内

参造β-actin条带进行灰度扫描, 以两者扫描强

度比值作为各目标蛋白的相对表达量. 
统计学处理 实验数据利用SPSS17.0软件

分析. 实验结果均以mean±SD表示. 各组间比

较采用方差分析, P <0.05差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 紫草素对Con A诱导急性肝损伤的影响 如
表1, 图1所显示, 在3 h和6 h两个时间点上, 模

表  1  紫草素对小鼠血清ALT和AST水平的影响 (n  = 7, mean±SD, U/mL)

     分组     ALT AST

3 h

  正常组   161.33±12.33 120.35±11.21

  Con A模型组 1143.67±65.11 1040.65±125.31

  Con A+紫草素(12.5 mg/kg) 1114.67±92.17   948.86±116.76

  Con A+紫草素(25 mg/kg) 1296.25±89.63   902.17±210.16

  Con A+紫草素(50 mg/kg)   299.54±15.63 299.84±19.10

6 h

  正常组   123.58±11.21 119.44±10.56

  Con A模型组   1900.33±186.31 1753.36±226.33

  Con A+紫草素(12.5 mg/kg)   1848.13±251.41 1738.24±211.77

  Con A+紫草素(25 mg/kg)   1870.53±200.56 1618.21±209.98

  Con A+紫草素(50 mg/kg)     928.11±126.37   820.11±190.19

ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶; ConA: 刀豆蛋白A.
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■创新盘点
本实验首次证明
紫 草 素 可 以 通
过抑制NF-κB信
号通路激活 ,  使
iNOS表达和NO
合成减少 ,  从而
改善Con A诱导
的急性肝损伤.

型组的ALT和AST水平较正常组明显升高, 表
明Con A诱导的急性肝损伤模型建立成功. 同
时, 我们发现在紫草素(50 mg/kg)处理分组中, 
两个时间点的ALT和AST水平较模型组有明显

下降(P <0.05), 但在12.5 mg/kg和25 mg/kg两个

分组中则不明显. 其次我们通过HE染色的方

式比较不同分组的病理表现, 如图2. 我们发现

在正常组中, 肝细胞以中央静脉为中心呈放射

状排列, 细胞界限清晰, 细胞核明显, 结构正常. 

在模型组中, 肝细胞肿胀明显并且散乱分布, 
存在大量炎性细胞浸润, 小叶中可见大面积片

状坏死. 而在紫草素(50 mg/kg)处理组中, 这些

表现明显改善, 坏死面积较正常组显著减少, 
具有统计学意义. 但在12.5 mg/kg和25 mg/kg
两个分组中, 该差异无统计学意义(图3). 
2.2 紫草素对小鼠肝组织中iNOS表达和NO合

成的影响 我们发现在模型组中, NO的水平较

正常组明显上升, 具有统计学意义. 但在两个

图  2  紫草素对不同分组的病理变化影响(×200).

a

3 h

Saline Saline+Con A Con A+Shikonin
(12.5 mg/kg)

Con A+Shikonin
(25 mg/kg)

Con A+Shikonin
(50 mg/kg)

6 h

图  3  紫草素对不同分组肝组织坏死率的影响. A: 3 h肝组织坏死率; B: 6 h肝组织坏死率. aP<0.05 vs  Saline+Con A.
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图  1  紫草素对不同分组血清中ALT和AST的作用. A: 紫草素对ALT的作用; B: 紫草素对AST的作用. aP <0.05 vs  

Saline+Con A. ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转氨酶.
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■应用要点
本文为临床上应
用紫草素治疗急
性肝损伤提供了
一定的实验基础, 
探讨紫草素改善
急性肝损伤的作
用机制 ,  为后续
研究提供了方向.

低剂量紫草素组中, NO水平无明显改变(图4). 
同样的, 我们用Western bolt的方法检测iNOS
在肝组织中的表达, 发现经紫草素(50 mg/kg)
后, 肝组织中的iNOS水平被明显下调, 具有统

计学差异, 两个低剂量组则不明显(图5, 6). 
2.3 紫草素对NF-κB信号通路的影响 我们发

现在模型组中NF-κB的表达显著上升, IκBα和
IκBβ的表达则受到抑制, 表明NF-κB通路在模

型组中被激活. 通过紫草素(50 mg/kg)干预后, 
发现NF-κB的表达较模型组有下降低, IκBα和
IκBβ的表达则增多, 表明NF-κB信号通路被抑

制, 差异具有统计学意义. 低剂量组无统计学

意义(图5, 6). 

3  讨论

作为一种传统中草药紫草的提取物, 紫草素具

有抗炎活性. 其抗炎活性已在多种疾病模型中

得到证实[17,18], 但其在Con A诱导的急性肝损伤

疾病模型中的作用尚未被报道. 本实验中, 通

过检测不同分组中血清ALT和AST水平及观察

病理改变, 发现紫草素(50 mg/kg)可以显著降

低ALT和AST水平, 同时减少肝细胞坏死比例, 
由此可见, 紫草素可以有效地改善Con A诱导

的急性肝损伤. 
NO是一个多功能分子, 在炎症性损伤中

起着重要作用[19-22]. 正常情况下, 肝脏仅由结

构型NOS即eNOS诱导产生低水平NO, 作为肝

脏微循环功能调节的重要信使; 但是, 在氧化

应激状态下, 诱生型NOS即iNOS激活, 持续大

量的NO被合成、释放, 具有显著肝细胞毒作

用, 是使肝细胞产生氧化应激的关键分子之一, 
是多种类型肝损伤炎症、感染发生、发展过

程的重要促进和效应因子[23-25]. 近来, Koerber
等[26]通过Con A来诱导急性肝损伤, 发现敲除

iNOS基因的小鼠相较于正常小鼠有显著好转. 
同时, 多种药物或者复合物已被证实可以通过

这条途径来改善急性肝损伤, 比如甘草苷和水

飞蓟宾[27]. 可见, 通过抑制一氧化氮的合成或

图  4  紫草素对不同分组NO水平的影响. aP<0.05 vs  Saline+Con A.
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■名词解释
NF-κB信号通路: 
在细胞因子诱导
的基因表达中起
关键性的调控作
用 ,  他调控的基
因编码急性期反
应蛋白、细胞因
子、细胞黏附因
子、免疫调节分
子 、 病 毒 瘤 基
因、生长因子、
转录和生长调控
因子等 .  通过调
控多种基因的表
达, NF-κB参与免
疫反应、炎症反
应、细胞凋亡、
肿瘤发生等多种
生物进程.  

许是改善Con A诱导的急性肝损伤的一条重要

途径. 因此, 我们设想紫草素作为一种抗炎药

物, 是否可以通过抑制iNOS表达, 从而减少NO
合成, 达到改善肝损伤的作用. 在本实验中, 如
前文所述结果, Con A诱导的肝损伤模型中, 小
鼠肝脏iNOS水平和NO合成较正常小鼠明显上

升, 但经紫草素后, iNOS水平和NO合成均有所

下降, 初步证实了我们的设想. 
那么紫草素是如何调控i N O S的表达的

呢? 大量研究表明, NF-κB信号通路在各种原

因造成的肝损伤中起着重要的作用. 他通过对

多种炎症因子转录的调节而参与肝损伤的发

生、发展. 有学者研究证明, NF-κB活化可引

起TNF-α、iNOS和内皮素的生成增加, 并认

为这在Con A引发肝损伤的动态发展过程中起

着重要的作用[26,28,29]. 本实验中, 我们设想紫草

素是否可以抑制iNOS上游调控通路即NF-κB
信号通路来调控iNOS的表达. 结果表明, NF-
κB信号通路中的相关蛋白即IκBα和IκBβ经

紫草素处理后, 两者的表达较模型组均有所上

升, 表明其对NF-κB分子的降解作用被增强, 
使NF-κB分子表达降低, 从而NF-κB信号通路

被抑制. 
总之, 本实验中我们证实紫草素(50 mg/kg)

对Con A诱导的急性肝损伤有明显的保肝降酶

作用, 且可能是通过抑制NF-κB信号通路激活, 

进而降低iNOS表达, 减少NO合成来实现的.
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■同行评价
本文以NF-κB信
号通路中的分子
表达水平为切入
点 ,  从病理学和
生化分析的角度, 
研究了紫草素对
Con-A诱导的小
鼠急性肝损伤的
保护作用 .  本研
究内容较为新颖, 
具有较好的科研
性和参考价值.
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