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摘要　 目的　 利用 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４）抑制剂（ＴＡＫ⁃２４２）
探讨 ＴＬＲ４ 在对乙酰氨基酚（ＡＰＡＰ）致小鼠急性肝损伤早期

中的作用。 方法　 ５８ 只雄性癌症研究所（ ＩＣＲ）小鼠随机划

分为对照组（正常对照组、溶剂对照组、抑制剂对照组）和实

验组（ＡＰＡＰ ４ ｈ 组、ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 组、ＡＰＡＰ １２ ｈ 组、
ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ １２ ｈ 组）。 实验组小鼠给予单剂量腹腔注

射 ＡＰＡＰ（３００ ｍｇ ／ ｋｇ），ＴＡＫ⁃２４２（３ ｍｇ ／ ｋｇ）于 ＡＰＡＰ 注射前 ３
ｈ 进行腹腔注射。 比较各组小鼠的血清丙氨酸氨基转移酶

（ＡＬＴ）水平和肝指数；ＨＥ 染色显示肝脏组织病理变化；免疫

组化法检测高迁移率族蛋白 Ｂ１（ＨＭＧＢ１）水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测 ＴＬＲ４、ＨＭＧＢ１ 和核因子⁃κＢ（ＮＦ⁃κＢ）蛋白水平；实时荧

光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）测定单核细胞趋化蛋白⁃１（ＭＣＰ⁃１）、
白细胞介素（ＩＬ）⁃１β、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）和 ＩＬ⁃６ 基因

水平；酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测肝组织 ＩＬ⁃６ 含量。 结

果　 ＨＥ 染色显示 ＡＰＡＰ ４ ｈ 组小鼠肝组织出现肿大充血，１２
ｈ 组出现典型的小叶中心性坏死，且 ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 和

１２ ｈ 组的肝脏坏死程度均较同时间点 ＡＰＡＰ 组减轻。 相较

于正常对照组，ＡＰＡＰ ４ ｈ 组的血清 ＡＬＴ 水平、肝指数、
ＴＬＲ４、ＨＭＧＢ１、ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量和 ＭＣＰ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６
基因水平及肝组织 ＩＬ⁃６ 含量升高；ＡＰＡＰ １２ ｈ 组的血清 ＡＬＴ
水平、肝指数、ＨＭＧＢ１ 蛋白含量和肝组织 ＩＬ⁃６ 含量升高。
相较于 ＡＰＡＰ ４ ｈ 组，ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 组的血清 ＡＬＴ 水

平、肝指数、ＴＬＲ４、ＨＭＧＢ１、ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量和 ＭＣＰ⁃１、 ＩＬ⁃
１β、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 基因水平及肝组织 ＩＬ⁃６ 含量降低。 相较于

ＡＰＡＰ １２ ｈ 组，ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ １２ ｈ 组 ＴＬＲ４、ＨＭＧＢ１ 蛋白

含量和 ＭＣＰ⁃１、 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 基因水平降低。 结论 　 抑制

ＴＬＲ４ 可能通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＨＭＧＢ１ 通路，从而减轻 ＡＰＡＰ 诱

导的小鼠急性肝损伤早期的炎症反应。
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　 　 对乙酰氨基酚（ ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ， ＡＰＡＰ）作为一

种解热镇痛类药物，自问世以来，已在全球范围内得

到广泛应用，并因其易获取性，往往导致有意或者无

意识的超剂量服用，导致肝脏损害，严重者可出现急

性肝衰竭［１］。 随着人们对 ＡＰＡＰ 致肝脏损害的深入

研究，人们对其致病机制了解的越来越透彻，包括线

粒体的氧化应激、自噬、无菌性炎症等［２ － ４］。 在无菌

性炎症的肝损伤中，过量的 ＡＰＡＰ 导致肝细胞广泛

坏死，引起高迁移率族蛋白 Ｂ１（ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ
ｂｏｘ⁃１， ＨＭＧＢ１）、组蛋白等内源性损伤相关分子模

式（ｄａｍａｇｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ， ＤＡＭＰｓ）的
释放， 从而活化 Ｔｏｌｌ 样受体 （ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＴＬＲｓ）并与其结合，激活下游的炎症信号通路，导致

炎症介质释放引起肝脏损害［４］。 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（Ｔｏｌｌ⁃
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４， ＴＬＲ４）是 ＴＬＲｓ 家族的一员，可识别

包括病原相关分子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕ⁃
ｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ， ＰＡＭＰｓ）和 ＤＡＭＰｓ 等在内的配体，并活

化下 游 信 号 通 路 激 活 机 体 自 身 固 有 免 疫［５］。
ＨＭＧＢ１ 是介导 ＴＬＲ４ 活化的内源性危险信号分

子［６］。 ＴＬＲ４ 被 ＨＭＧＢ１ 活化后可经髓样分化因子

８８（ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ８８， ＭｙＤ８８）依赖途

径激活核因子⁃κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ， ＮＦ⁃κＢ），
产生白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃１β、肿瘤坏死因

子⁃α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α）和 ＩＬ⁃６ 等炎症

细胞因子，从而引起非酒精性脂肪肝、肝缺血 －再灌

注损伤等［７ － ８］。 但 ＴＬＲ４ 在 ＡＰＡＰ 致急性肝损伤中

的作用研究甚少，因此，该研究拟通过腹腔注射

ＡＰＡＰ 构建急性药物性肝损伤动物模型，并利用

ＴＬＲ４ 抑制剂瑞沙托维（ ｒｅｓａｔｏｒｖｉｄ，ＴＡＫ⁃２４２）初步揭

示 ＴＬＲ４ 在 ＡＰＡＰ 致小鼠急性肝损伤早期中的作

用。 为今后 ＴＬＲ４ 是否可以在药物性肝损伤中成为

一个治疗靶点而提供理论基础。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物　 ５８ 只 ６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＩＣＲ
小鼠购自浙江维通利华实验动物技术有限公司［生
产许可证编号：ＳＣＸＫ（浙） ２０１９⁃０００１；使用许可证
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编号：ＳＹＸＫ（皖） ２０１７⁃００６］。 所有小鼠于实验前 １
周放置于温度 ２２ ～ ２６ ℃、湿度 ４０％ ～ ６０％ 的环境

中光 ／暗交替各 １２ ｈ，且可自由获取水和食物。
１． １． ２　 主要药物与试剂　 对乙酰氨基酚（ＡＰＡＰ）、
ＴＡＫ⁃２４２ 购自上海 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司；ＤＭＳＯ 购

自北京索莱宝科技有限公司；ＡＬＴ 检测试剂盒购自

南京建成生物工程研究所；ＴＬＲ４ 抗体购自英国 Ａｂ⁃
ｃａｍ 公司；ＮＦ⁃κＢ 抗体购自美国 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；
ＨＭＧＢ１、β⁃ａｃｔｉｎ 抗体购自美国 ＣＳＴ 公司；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
逆转录试剂盒购自上海新贝生物科技有限公司；引
物由上海生工生物工程股份有限公司合成；免疫组

化试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司；
ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自武汉伊莱瑞特生物科技股份

有限公司。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 　 实验动物分组与处理　 将 ５８ 只雄性 ＩＣＲ
小鼠随机划分为 ７ 组，其中对照组（正常对照组、溶
剂对照组、抑制剂对照组）每组 ６ 只，实验组（ＡＰＡＰ
４ ｈ 组、 ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 组、 ＡＰＡＰ １２ ｈ 组、
ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ １２ ｈ 组）每组 １０ 只。 在禁食 １２ ｈ
后，将 ＡＰＡＰ（３００ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注入到实验组小鼠体

内，ＴＡＫ⁃２４２（３ ｍｇ ／ ｋｇ）于 ＡＰＡＰ 注射前 ３ ｈ 进行腹

腔注射，其中 ＡＰＡＰ 溶液用生理盐水配制，ＴＡＫ⁃２４２
溶液用 ０. ５％ ＤＭＳＯ 配制。 正常对照组小鼠腹腔注

射与 ＡＰＡＰ 组等体积生理盐水，抑制剂对照组小鼠

注射与 ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ 组小鼠等体积 ＴＡＫ⁃２４２ 溶

液，溶剂对照组小鼠注射与抑制剂对照组等体积的

溶剂。 在 ＡＰＡＰ 处理后不同时间点（０、４、１２ ｈ）剖杀

小鼠。
１． ２． ２　 血清 ＡＬＴ 水平的测定　 通过血清 ＡＬＴ 水平

评价小鼠肝损伤情况，根据 ＡＬＴ 检测试剂盒说明书

进行血清 ＡＬＴ 水平的测量。
１． ２． ３　 肝组织病理学检查　 将肝脏组织用石蜡包

埋后制成 ５ μｍ 厚的切片，切片于脱蜡水化后用苏

木精 －伊红染液着色，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，
中性树胶封片，显微镜下观察，Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件

对其图像进行组织病理学分析。
１． ２． ４ 　 蛋白质免疫印迹 　 肝脏组织蛋白用 ＲＩＰＡ
裂解液提取并采用 ＢＣＡ 法检测其浓度，经 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 分离及 ＰＶＤＦ 膜电转移。 用 ５％ 脱脂牛奶封

闭后用相应的一抗孵育，并置于 ４ ℃冰箱冷藏过夜。
次日，用相对应的二抗常温孵育 １ ｈ，然后用化学发

光显影仪曝光和拍照，利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对图像进行

分析。

１． ２． ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ　 应用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂对肝组织进行

ＲＮＡ 的分离，利用 ＦｌｅｘＣｙｃｌｅｒ 多功能 ＰＣＲ 仪使其逆

转录成 ｃＤＮＡ。 ｃＤＮＡ 在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ⁃４８０ ＰＣＲ 仪上进

行扩增，扩增程序为 ９５ ℃、３０ ｓ，９５ ℃、１０ ｓ，６０ ℃、
３０ ｓ，循环 ４５ 次。 最后通过分析熔解曲线判断 ＰＣＲ
扩增产物的特异性，２ － ΔΔＣｔ法分析目的基因相对比

值。 相关引物序列见表 １。

表 １　 基因引物序列

引物名称 引物序列 （５′⁃３′）
ＩＬ⁃６ Ｆ：ＴＴＣＴＣＴＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＧＡＡＡ

Ｒ：ＣＴＧＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＡＴＣＣＡＧ
ＩＬ⁃１β Ｆ：ＴＣＣＴＴＧＴＧＣＡＡＧＴＧＴＣＴＧＡＡＧＣ

Ｒ：ＡＴＧＡＧＴＧＡＴＡＣＴＧＣＣＴＧＣＣＴＧＡ
ＴＮＦ⁃α Ｆ：ＡＧＴＧＧＴＡＴＡＧＡＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＧ

Ｒ：ＡＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣ
ＭＣＰ⁃１ Ｆ：ＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴ

Ｒ：ＴＴＡＡＡＡＡＣＣＴＧＧＡＴＣＧＧＡＡＣＣＡＡ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：ＴＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴＧＧ

Ｒ：ＡＣＣＧＣＴＣＧＴＴＧＣＣＡＡＴＡＧＴＧＡＴＧ

１． ２． ６　 免疫组织化学染色　 肝脏组织切片脱蜡水

化后进行过氧化物酶的阻断及抗原修复。 然后将其

与稀释后的 ＨＭＧＢ１ 抗体（１ ∶ ２００）孵育过夜。 次

日，将切片与相对应的二抗进行孵育，ＤＡＢ 显色，苏
木精染色 １５ ｓ、ＰＢＳ 返蓝、梯度乙醇脱水、二甲苯透

明及中性树胶封片，显微镜下观察并拍照，利用 Ｉｍ⁃
ａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件对图像进行分析。
１． ２． ７　 酶联免疫吸附试验 　 ＥＬＩＳＡ 法测定肝脏组

织 ＩＬ⁃６ 含量。 样本含量的测量及计算遵循使用说

明书进行。
１． ３ 　 统计学处理 　 ＳＰＳＳ ２６. ０ 软件分析数据，
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件进行图片绘制。 计量资料

用 �ｘ ± ｓ 表示。 所有计量资料均满足正态分布，两组

间比较采用独立样本 ｔ 检验；多组间比较采用单因

素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），方差齐时采用 ＬＳＤ
法检验，方差不齐时采用 Ｔａｍｈａｎｅ′ ｓ Ｔ２ 法检验。
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 溶剂和抑制剂对正常小鼠肝脏的影响　 溶剂

对照组、抑制剂对照组及正常对照组的小鼠血清

ＡＬＴ 水平、肝指数均未见明显差异 （ Ｆ ＝ ０. ７５８、
２. ２１１，均Ｐ ＞ ０. ０５）。 见表 ２。 溶剂对照组和抑制剂

对照组与正常对照组相比，ＨＥ 染色均未见明显的

肝脏组织病理学变化。 见图 １。
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２． ２　 抑制 ＴＬＲ４ 对小鼠肝脏 ＴＬＲ４ 的影响　 与正

常对照组相比，ＡＰＡＰ ４ ｈ 组小鼠肝脏 ＴＬＲ４ 的表达

量上调，差异有统计学意义（ ｔ ＝ － ２. ３１９，Ｐ ＜ ０. ０５）。
而 ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 及 １２ ｈ 组小鼠肝脏的 ＴＬＲ４
均较同时间点 ＡＰＡＰ 组表达量下调，差异均有统计

学意义（ ｔ ＝ ３. ３７９、３. ７２４，均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ２。

表 ２　 溶剂和抑制剂对小鼠血清 ＡＬＴ、肝指数的影响（�ｘ ± ｓ）

组别 ＡＬＴ（Ｕ ／ Ｌ） 肝指数（％ ）
正常对照 １８． ４６２ ± ５． １３２ ４． ４５８ ± ０． ４２９
溶剂对照 １７． ８２２ ± ４． ８３７ ４． ７５２ ± ０． ０９３
抑制剂对照 ２１． ０７６ ± ４． ５６１ ４． ８７２ ± ０． ４２０
Ｆ 值 ０． ７５８ ２． ２１１
Ｐ 值 ０． ４８６ ０． １４４

图 １　 溶剂和抑制剂对小鼠肝脏组织的影响　 ＨＥ × １００
１：正常对照组；２：溶剂对照组；３：抑制剂对照组

图 ２　 抑制 ＴＬＲ４ 对小鼠肝脏 ＴＬＲ４ 的影响

１：正常对照组；２：ＡＰＡＰ ４ ｈ 组；３：ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 组；４：

ＡＰＡＰ １２ ｈ 组；５：ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ １２ ｈ 组；与正常对照组比较：∗Ｐ ＜

０. ０５；与 ＡＰＡＰ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ３　 抑制 ＴＬＲ４ 对 ＡＰＡＰ 诱导的小鼠肝损伤的影

响　 ＡＰＡＰ ４ ｈ 和 １２ ｈ 组的小鼠血清 ＡＬＴ 水平及肝

指数与正常对照组相比均升高，差异均有统计学意

义（Ｆ ＝ ２７. ６７４、２４. ３８７，均 Ｐ ＜ ０. ０１）；进一步分析显

示 ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 组与 ＡＰＡＰ ４ ｈ 组相比，其血

清 ＡＬＴ 水平和肝指数均降低，差异均有统计学意义

（ ｔ ＝ ２. ４１９、５. ９５７，Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１）。 ＨＥ 染色显

示正常对照组小鼠肝脏组织大小形态均正常，无明

显的炎症及坏死。 ＡＰＡＰ ４ ｈ 组小鼠肝脏组织出现

肿大充血，ＡＰＡＰ １２ ｈ 组出现典型的小叶中心性坏

死。 ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 和 １２ ｈ 组均较同时间点

ＡＰＡＰ 组肝脏组织坏死程度减轻。 见表 ３、４ 和图 ３。

表 ３　 ＡＰＡＰ 对小鼠血清 ＡＬＴ、肝指数和肝脏组织的影响（�ｘ ± ｓ）

组别 ＡＬＴ（Ｕ ／ Ｌ） 肝指数（％） 肝脏坏死面积（％）
正常对照 １８． ４６２ ±５． １３２ ４． ４５８ ±０． ４２９ ０
ＡＰＡＰ ４ ｈ ９ １３８． ７０６ ±３ １３３． ７０５∗∗ ５． ４９８ ±０． ２９１∗∗ ４． ２２２ ±１． ３８３∗∗

ＡＰＡＰ １２ ｈ ４ ２９２． ５２８ ±１ ９２９． ４８６∗∗ ６． ２６６ ±０． ５８２∗∗ １９． １７５ ±１． ４００∗∗

Ｆ 值 ２７． ６７４ ２４． ３８７ ３９３． ０８４
Ｐ 值 ＜０． ０１ ＜０． ０１ ＜０． ０１

　 　 与正常对照组比较：∗∗Ｐ ＜０. ０１

表 ４　 抑制 ＴＬＲ４ 对 ＡＰＡＰ 肝损伤小鼠血清 ＡＬＴ、
肝指数和肝脏组织的影响（�ｘ ± ｓ）

组别 ４ ｈ １２ ｈ
ＡＬＴ（Ｕ ／ Ｌ）
　 ＡＰＡＰ 组 ９ １３８． ７０６ ± ３ １３３． ７０５ ４ ２９２． ５２８ ± １ ９２９． ４８６
　 ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ 组 ５ ３６４． ６８８ ± ２ １８７． ６６９＃ ４ ２６４． ２４１ ± １ １９１． ９４７
　 ｔ 值 ２． ４１９ ０． ０３１
　 Ｐ 值 ０． ０３６ ０． ９７６
肝指数（％ ）
　 ＡＰＡＰ 组 ５． ４９８ ± ０． ２９１ ６． ２６６ ± ０． ５８２
　 ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ 组 ４． ６５６ ± ０． １８７＃＃ ５． ７３４ ± ０． １５３
　 ｔ 值 ５． ９５７ ２． １６９
　 Ｐ 值 ＜０． ０１ ０． ０７６
肝脏坏死面积（％ ）
　 ＡＰＡＰ 组 ４． ２２２ ± １． ３８３ １９． １７５ ± １． ４００
　 ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ 组 １． ３３５ ± ０． ３６８＃＃ ８． ６５０ ± １． ５４１＃＃

　 ｔ 值 ４． ５１１ １１． ３０２
　 Ｐ 值 ＜０． ０１ ＜ ０． ０１

　 　 与 ＡＰＡＰ 组比较：＃Ｐ ＜０. ０５，＃＃Ｐ ＜０. ０１

图 ３　 抑制 ＴＬＲ４ 对 ＡＰＡＰ 诱导的小鼠肝脏组织的影响　 ＨＥ × １００
１：正常对照组；２：ＡＰＡＰ ４ ｈ 组；３：ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 组；４：

ＡＰＡＰ １２ ｈ 组；５：ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ １２ ｈ 组
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２． ４　 抑制 ＴＬＲ４ 对肝脏 ＨＭＧＢ１ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表

达的影响　 肝脏 ＩＨＣ 结果显示 ＡＰＡＰ ４ ｈ 和 １２ ｈ 组

的 ＨＭＧＢ１ 蛋白含量均高于正常对照组，差异均有

统计学意义 （Ｆ ＝ ８３. ９４５，Ｐ ＜ ０. ０１）；而 ＡＰＡＰ ＋
ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 和 １２ ｈ 组的 ＨＭＧＢ１ 的蛋白含量均较

同时间点 ＡＰＡＰ 组降低，差异均有统计学意义（ ｔ ＝
３. ５６１、５. ０２２，均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ４Ａ、Ｂ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 分析显示，ＡＰＡＰ ４ ｈ 组 ＨＭＧＢ１、ＮＦ⁃κＢ 的蛋白

含量高于正常对照组，两组间差异有统计学意义（ ｔ
＝ － ２. ４４５、 － ２. ９９４，均 Ｐ ＜ ０. ０５）；相较于 ＡＰＡＰ ４ ｈ
组，ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 组的 ＨＭＧＢ１、ＮＦ⁃κＢ 的蛋

白含量在肝脏中的表达均降低，差异均有统计学意

义（ ｔ ＝ ３. １１３、４. ５０６，均 Ｐ ＜ ０. ０５）；ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２
１２ ｈ 组的 ＨＭＧＢ１ 的蛋白含量较同时间点 ＡＰＡＰ 组

降低，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ３. ４６２，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见

图 ４Ｃ － Ｅ。
２． ５ 　 抑制 ＴＬＲ４ 影响炎症因子 ＭＣＰ⁃１、 ＩＬ⁃１β、
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 在肝脏中的表达　 各组小鼠肝脏 ＭＣＰ⁃
１、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 基因水平用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测，
ＥＬＩＳＡ 法检测各组小鼠肝组织 ＩＬ⁃６ 含量。 结果显

示，与正常对照组相比，ＡＰＡＰ ４ ｈ 组的肝脏 ＭＣＰ⁃１、

ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 基因水平及肝组织 ＩＬ⁃６ 的含

量均升高，差异均有统计学意义 （ ｔ ＝ － ３. ９３５、
－ ８. ９３１、 － ２. ３００、 － ７. ３０７、 － ６. ０２６，Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜
０. ０１）；见图 ５Ａ － Ｅ。 ＡＰＡＰ １２ ｈ 组的肝组织 ＩＬ⁃６ 含

量升高，差异有统计学意义（ ｔ ＝ － ６. １６８，Ｐ ＜ ０. ０１）。
见图 ５Ｅ。 与 ＡＰＡＰ ４ ｈ 组相比，ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ
组的 ＭＣＰ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 基因水平及组织

ＩＬ⁃６ 的含量在肝脏中的表达均降低，差异均有统计

学意义（ ｔ ＝ ４. ８５５、１１. １９６、３. ０７１、８. ３６４、２. ２７７，Ｐ ＜
０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１）；见图 ５Ａ － Ｅ。 ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ １２
ｈ 组与 ＡＰＡＰ １２ ｈ 组相比，其 ＭＣＰ⁃１、ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃
α 的基因水平在肝脏中的表达均降低，差异均有统

计学意义 （ ｔ ＝ ８. ９４１、３. １９４、３. ７５１，Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜
０. ０１）。 见图 ５Ａ － Ｃ。

３　 讨论

　 　 药物性肝损伤是由药物本身或其代谢产物所致

的肝脏损害。 目前许多国内外学者对一些常引起肝

损伤的药物做了大量研究，其中以 ＡＰＡＰ 致肝脏损

害的机制研究最为深入。 目前研究［５，９］ 表明，服用

过量的ＡＰＡＰ可形成ＡＰＡＰ蛋白加合物，引起氧化

图 ４　 抑制 ＴＬＲ４ 对肝脏 ＨＭＧＢ１ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达的影响

Ａ：ＨＭＧＢ１ 免疫组织化学染色 × ２００；Ｂ：ＨＭＧＢ１ 阳性细胞累积吸光度值；Ｃ⁃Ｅ：ＨＭＧＢ１、ＮＦ⁃κＢ 蛋白含量在肝脏组织的中的表达；１：正常对

照组；２：ＡＰＡＰ ４ ｈ 组；３：ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 组；４：ＡＰＡＰ １２ ｈ 组；５：ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ １２ ｈ 组；与正常对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与

ＡＰＡＰ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ５　 抑制 ＴＬＲ４ 下调炎症因子 ＭＣＰ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 在肝脏中的表达

Ａ⁃Ｄ：ＭＣＰ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 基因水平；Ｅ：肝组织 ＩＬ⁃６ 含量；１：正常对照组；２：ＡＰＡＰ ４ ｈ 组；３：ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ ４ ｈ 组；４：ＡＰＡＰ １２ ｈ 组；

５：ＡＰＡＰ ＋ ＴＡＫ⁃２４２ １２ ｈ 组；与正常对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＡＰＡＰ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

应激、ＭＰＴＰ 开放，从而导致肝细胞坏死。 坏死的肝

细胞释放 ＤＡＭＰｓ，并与 ＴＬＲ４ 结合，从而活化下游的

炎症信号通路，激活 ＮＦ⁃κＢ，导致炎性细胞分泌

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 等炎症介质加重肝损伤。
该研究通过腹腔注射 ＡＰＡＰ 成功建立小鼠急性

肝损伤模型，肝脏受损导致内源性配体 ＤＡＭＰｓ 的释

放，并与 ＴＬＲ４ 结合，激活下游的炎症信号通路，导
致炎性介质的释放，从而引起急性肝损伤。 研究表

明 ＩＣＲ 小鼠经腹腔注射 ＡＰＡＰ 后其血清 ＡＬＴ 水平、
肝指数升高，肝组织病理学显示肝小叶中心性坏死。
而抑制 ＴＬＲ４ 可在小鼠肝损伤早期降低血清 ＡＬＴ 水

平和肝指数，减轻肝组织病理损伤。
ＡＰＡＰ 诱导肝组织损伤后，坏死的肝细胞释放

内源性配体 ＤＡＭＰｓ，ＤＡＭＰｓ 结合 ＴＬＲｓ 激活先天免

疫系统，导致炎症因子释放，引起肝损伤［９］。 有研
究［１０］表明抑制 ＴＬＲ４ 可通过对 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ、ＴＬＲ４ ／
ＨＭＧＢ１ 等信号通路的抑制来降低炎症反应从而对

肝脏具有保护作用；敲除 ＴＬＲ４ 则可通过对 ＴＬＲ４ ／
ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的抑制，来减少炎症反应，
达到减轻肝损伤的目的［１１］。 在该研究中，经 ＴＡＫ⁃
２４２ 处理后的小鼠肝组织中的 ＴＬＲ４、ＨＭＧＢ１、ＮＦ⁃
κＢ 的蛋白含量均降低。 这些结果表明 ＴＬＲ４ 的抑

制可减轻 ＡＰＡＰ 所致的急性肝损伤，其机制可能在

于抑制了 ＴＬＲ４ ／ ＨＭＧＢ１ 信号通路的活化。
部分研究［１２ － １４］ 表明 ＴＬＲ４ 通路的激活可引起

肌肉、骨关节、血管平滑肌等组织产生炎症细胞，引
起 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 等炎症因子的释放，从而对

组织造成损伤；而抑制或敲除 ＴＬＲ４ 则能使组织减

少上述炎症因子的释放，减轻损伤。 在该研究中，
ＡＰＡＰ 活化 ＴＬＲ４ 信号通路促进炎症因子（ＭＣＰ⁃１、
ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６）在肝组织中的分泌，而抑制

ＴＬＲ４ 则能下调上述炎症因子水平。 以上结果表明

肝脏损伤的减轻可能是通过抑制 ＴＬＲ４ 下游的炎症

信号通路来下调炎症因子，降低肝脏炎症反应。
综上所述，该研究通过对 ＩＣＲ 小鼠进行体内注

射 ＡＰＡＰ 溶液来构建急性药物性肝损伤模型并利用

ＴＬＲ４ 抑制剂（ＴＡＫ⁃２４２）初步揭示 ＴＬＲ４ 在 ＡＰＡＰ 致

小鼠急性肝损伤早期中的作用。 结果显示，抑制

ＴＬＲ４ 能降低 ＡＰＡＰ 致急性肝损伤早期小鼠的血清

ＡＬＴ 活力和肝指数、减轻肝脏组织病理损伤改变。
同时，抑制 ＴＬＲ４ 可以抑制肝脏 ＴＬＲ４ ／ ＨＭＧＢ１ 通路

的激活，使 ＴＬＲ４、ＨＭＧＢ１ 和 ＮＦ⁃κＢ 的蛋白含量降

低，并下调炎症因子（ＭＣＰ⁃１、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６）
在肝组织中的表达，从而减轻 ＡＰＡＰ 诱导的急性肝

损伤。 本研究仅初步阐明抑制 ＴＬＲ４ 可能通过抑制

ＴＬＲ４ 下游的炎症信号通路对 ＡＰＡＰ 致小鼠急性肝

·８０９１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｎｏｖ；５８（１１）



损伤早期阶段有一定的保护作用，但对其在整个肝

损伤阶段是否具有持续减轻肝损伤的作用还尚未清

楚，有待进一步探究。
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褪黑素调控自噬抑制肝星状细胞增殖的作用及机制研究
陈涤非１，揭　 磊１，黄启鸣１，徐德祥２，任晓非１，洪汝涛１

摘要　 目的 　 研究褪黑素（ＭＥＬ）对血小板源性生长因子

（ＰＤＧＦ⁃ＢＢ）诱导的肝星状细胞（ＨＳＣｓ）增殖的影响，并探索

其与自噬水平调控的相关性。 方法　 ＨＳＣ⁃Ｔ６ 共设置 ５ 组：
对照组、模型组、ＭＥＬ（低、中、高）处理组。 培养 ２４ ｈ 后细胞

贴壁，换用无血清的 ＤＭＥＭ 培养基，使细胞同步化于 Ｇ０ 期，
再培养 ２４ ｈ 后除对照组外各组加入 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ（终浓度为 １０
ｎｇ ／ ｍｌ），ＭＥＬ 处理组加入 ＭＥＬ（低剂量组为 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，中剂

量组 １ μｍｏｌ ／ Ｌ，高剂量组为 ０. １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），孵育 ４８ ｈ。 细胞

计数试剂盒⁃８（ＣＣＫ⁃８）检测 ＭＥＬ 对 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活的 ＨＳＣｓ
增殖的影响。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ＨＳＣｓ 的微管相关蛋白 １ 轻

链 ３ｂ（ＬＣ３ｂ）、α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）蛋白表达水平。
实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）测定 ＨＳＣｓ
ＬＣ３ｂ ｍＲＮＡ、α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达水平。 透射电镜观察 ＨＳＣｓ
的超微结构以了解自噬水平。 结果　 与对照组比较，ＰＤＧＦ⁃
ＢＢ 能诱导 ＨＳＣｓ 的增值（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与模型组比较，ＭＥＬ 能

抑制 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活的 ＨＳＣｓ 增殖（Ｐ ＜ ０. ０１）；与对照组比

较，模型组 ＬＣ３ｂ、α⁃ＳＭＡ 蛋白表达明显增强（均 Ｐ ＜ ０. ０５），
ＬＣ３ｂ ｍＲＮＡ、α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达明显增强 （Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜
０. ０１），与模型组比较，ＭＥＬ 能抑制这种作用 （ ＬＣ３ｂ：Ｐ ＜
０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１；α⁃ＳＭＡ：Ｐ ＜ ０. ０１）。 透射电镜显示，与对照组

比较，模型组自噬溶酶体显著增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；与模型组比

较，ＭＥＬ 处理组自噬溶酶体显著减少（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论 　
ＨＳＣｓ 的增殖可能与自噬激活有关，ＭＥＬ 抑制 ＨＳＣｓ 增殖可
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　 　 肝纤维化（ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＨＦ）是各类致病因

素引起肝脏损伤 － 修复反应的结果，其主要病理改

变为肝内弥漫性细胞外基质 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）的过度沉积，是多种慢性肝病向肝硬化进展

的共同基础［１］。 研究［２］ 表明，活化的肝星状细胞

（ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）在 ＨＦ 发展的进程中起

到举足轻重的作用。 研究［３］ 表明，血小板源性生长

因子⁃ＢＢ （ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃ＢＢ， ＰＤＧＦ⁃
ＢＢ）是较强致炎因子之一，在 ＨＳＣｓ 激活中起重要作

用。 在这一过程中，溶酶体发挥积极作用［４］。 有文

献［５］提示，自噬在 ＨＦ 进展中发挥重要作用，但其具

体机制还不清楚。 ＨＦ 作为肝病发展的共同通路，逆
转 ＨＦ 是至关重要的，如果通过调节细胞自噬，减少

ＨＳＣｓ 活化，增强对肝细胞的保护和再生，就可以减

缓病程甚至逆转 ＨＦ。 该课题组前期研究表明，在肝

组织中，褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，ＭＥＬ）可以抑制自噬从而

减轻 ＨＦ［６］。 目前自噬与 ＨＳＣｓ 增殖关系及 ＭＥＬ 对

其抑制作用除该课题组外尚未见报道，该研究将进

一步研究 ＭＥＬ 抑制 ＨＳＣｓ 增殖与抑制自噬水平的

相关性。

１　 材料与方法

１． １ 　 细胞与试剂 　 ＨＳＣ Ｔ⁃６（永生系细胞，武汉普

诺赛公司）；ＤＭＥＭ 高糖培养基、胎牛血清（杭州四
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