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白藜芦醇对刀豆素 Ａ诱导小鼠自身免疫性肝炎的保
护作用

孙　菁，王世卉
（中国医科大学附属第一医院，辽宁 沈阳　１１０００１）

［摘　要］目的：探究白藜芦醇（Ｒｅｓ）对刀豆素Ａ（ＣｏｎＡ）诱导小鼠自身免疫性肝炎（ＡＩＨ）的保护作用及机制。
方法：Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机均分为对照组、ＡＩＨ组、ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ组和ＡＩＨ＋高剂量Ｒｅｓ组，ＡＩＨ＋低剂量 Ｒｅｓ
组和ＡＩＨ＋高剂量Ｒｅｓ组小鼠每天分别以５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）及２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）Ｒｅｓ灌胃，持续５ｄ；对照组小鼠以相
同体积生理盐水灌胃，ＡＩＨ组小鼠不灌胃；灌胃３ｄ后，ＡＩＨ组、ＡＩＨ＋Ｒｅｓ低剂量组及 ＡＩＨ＋Ｒｅｓ高剂量组经尾
静脉单次注射ＣｏｎＡ２０ｍｇ／ｋｇ建立ＡＩＨ模型；建模４８ｈ时处死各组小鼠，收集肝脏组织，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测
Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ相对表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３及ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白相对表达水平，肝组织ＨＥ染色观察肝脏组织学变化、ＴＵＮＥＬ染色观
察肝细胞凋亡情况；同时收集外周血，检测血清中ＡＳＴ、ＡＬＴ／ＧＰＴ、ＩＬ６、ＩＬ１０与ＩＬ１７Ａ水平。结果：与对照组小
鼠相比，ＡＩＨ组小鼠血清ＡＳＴ、ＡＬＴ／ＧＰＴ、ＩＬ６、ＩＬ１７Ａ水平，肝组织中肝细胞凋亡水平、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９、
ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水平、Ｂａｘ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９、ＲＯＲγｔ蛋白显著上升，血清 ＩＬ１０，肝脏组织
Ｂｃｌ２、Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著下降（Ｐ＜００５），ＨＥ染色结果显示肝脏组织损伤程度与淋巴细胞浸润
程度显著增加；与ＡＩＨ组小鼠相比，ＡＩＨ＋高剂量Ｒｅｓ组小鼠血清ＡＳＴ、ＡＬＴ／ＧＰＴ、ＩＬ６、ＩＬ１７Ａ，肝脏组织中肝细
胞凋亡水平、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９、ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达水平、Ｂａｘ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９、ＲＯＲγｔ
蛋白显著下降，血清ＩＬ１０、肝脏组织Ｂｃｌ２、Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜００５），ＨＥ染色结果显示
肝脏组织损伤程度与淋巴细胞浸润程度显著减轻；ＡＩＨ＋低剂量 Ｒｅｓ组小鼠上述指标介于 ＡＩＨ组及 ＡＩＨ＋Ｒｅｓ
高剂量组之间。结论：Ｒｅｓ可能通过减少血清炎症因子的表达，抑制ＣｏｎＡ诱导的ＡＩＨ小鼠肝脏细胞的凋亡，而
这种保护作用随Ｒｅｓ剂量的增加而增强。
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ｔｈｅＡＩＨ＋Ｒｅｓｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＡＳＴ，ＡＬＴ／ＧＰＴ，ＩＬ６ａｎｄＩＬ１７Ａ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆ
ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ，ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣａｓｐａｓｅ９，ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＢａｘ，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ
３，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９ａｎｄＲＯＲγｔｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆＡＩＨ＋Ｒｅｓｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅ
ｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｉｒｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＦｏｘｐ３，ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＢｃｌ２ｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，ｗｈｉｌｅＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｔｅｎｔｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｉｎｊｕｒｙａｎｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｌｏｏｄｉｎ
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ，ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ，ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＴｒｅｇｃｅｌｌｓ，ｐｒｏ
ｍｏｔｅｓｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＴｈ１７ｃｅｌｌｓ，ｐｒｏｔｅｃｔｓｔｈｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｃｏｎＡｉｎｄｕｃｅｄＡＩＨｍｉｃｅ．Ｔｈｅｐｒｏ
ｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｏｎｃｏｎＡｉｎｄｕｃｅｄＡＩＨｍｉｃｅｉｎｃｒｅａｓｅｓｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｄｏｓｅ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ；ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡ；ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｈｅｐａｔｉｔｉｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　自身免疫性肝炎（ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＡＩＨ）
是由于机体的免疫系统攻击自身的肝组织所造成

的以肝脏病理损害和肝功能异常为主要表现的肝

病［１］，资料显示，ＡＩＨ与 Ｔ淋巴细胞的增殖活化密
切相关。文献报道，免疫异常，特别是调节性 Ｔ细
胞（Ｔｒｅｇ）与辅助性Ｔ细胞亚群Ｔｈ１７细胞之间平衡
失调在ＡＩＨ的发生发展中发挥着重要的作用［２］。

关于ＡＩＨ的发病机制迄今未完全阐明，目前尚无
特效治疗药物，以糖皮质激素和其他免疫抑制剂为

ＡＩＨ的主要治疗手段，仍存在预后不良、容易复发

等诸多问题［３］。因此阐明 ＡＩＨ的发病机制，开发
有效药物刻不容缓。白藜芦醇（Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，Ｒｅｓ）
又名

!

三酚，是植物在不利条件下产生的“植物补

体”，存在于多种植物中［４］。资料显示，Ｒｅｓ具有抗
肿瘤、抗衰老、抗炎，保护神经系统、保护肝脏，调节

雌激素及骨代谢等多种药理学作用［５－７］。Ｒｅｓ是
否可以通过Ｔ细胞相关转录因子信号保护刀豆素
Ａ（ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡ，ＣｏｎＡ）诱导的小鼠自身免疫性
肝炎鲜有报道。本研究通过观察肝脏组织病理学、

细胞凋亡情况及 Ｔ细胞相关转录因子信号、炎性
９６７
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因子、血清转氨酶活性等指标的检测，观察 Ｒｅｓ对
ＣｏｎＡ诱导小鼠自身免疫性肝炎的保护作用，并分
析相关作用机制。

１　材料与方法

１１　主要试剂
白藜芦醇购自上海阿拉丁生化科技有限公司，

ＣｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡ购自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，Ｆｏｘｐ３
一抗、ＲＯＲγｔ一抗、Ｂａｘ一抗、Ｂｃｌ２一抗、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３一抗、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９一抗、βａｃｔｉｎ一
抗、ｔｕｎｅｌ检测试剂盒、谷草转氨酶（ＡＳＴ）检测试剂
盒及谷丙转氨酶（ＡＬＴ／ＧＰＴ）检测试剂盒均购自沈
阳万类生物科技有限公司，小鼠白介素６（ＩＬ６）、
白介素１０（ＩＬ１０）及白介素１７Ａ（ＩＬ１７Ａ）ＥＬＩＳＡ检
测试剂盒购自杭州联科生物技术有限公司，ＴＲＩ
ｐｕｒｅ、ＳｕｐｅｒＭＭＬＶ反转录酶、ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及２
×ＰｏｗｅｒＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ均购自北京百泰克生
物技术有限公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购自北京索莱宝科
技有限公司，引物由上海生工生物工程有限公司合

成。

１２　实验动物
８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠购自辽宁长生生物

技术有限公司，动物许可证号 ＳＣＸＫ（辽）２０１５－
０００１，体质量２０～２５ｇ。饲养环境：１２ｈ光照、１２ｈ
黑暗，（２２±１）℃，湿度为４５％ ～５５％，自由摄食。
按照实验动物使用的 ３Ｒ原则给予人道关怀。
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠于实验前适应性喂养１周，此期间内
无精神不正常现象，无摄食不正常现象，无其它疾

病发生。

１３　实验方法
１３１　小鼠 ＡＩＨ模型建立与分组　将 Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠随机平均分为 ４组，分别为对照组、ＡＩＨ组、
ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ组和 ＡＩＨ＋高剂量 Ｒｅｓ组，每组
１０只。ＡＩＨ＋低剂量 Ｒｅｓ组和 ＡＩＨ＋高剂量 Ｒｅｓ
组小鼠每天分别以５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）及２０ｍｇ／（ｋｇ·
ｄ）Ｒｅｓ进行灌胃，持续灌胃５ｄ；对照组小鼠每天以
等体积生理盐水进行灌胃，持续灌胃５天；ＡＩＨ组
小鼠不进行灌胃处理。ＡＩＨ组、ＡＩＨ＋低剂量 Ｒｅｓ
组和ＡＩＨ＋高剂量Ｒｅｓ组小鼠于灌胃处理３ｄ后，
经尾静脉单次注射 ２０ｍｇ／ｋｇＣｏｎＡ建立 ＡＩＨ模
型，对照组小鼠不进行模型建立。各建模组小鼠于

模型建立４８ｈ处死，收集肝脏组织和外周血。部
分肝组织于４％中性多聚甲醛固定、用于ＨＥ染色

与ＴＵＮＬＥ检测，部分肝脏于液氮速冻后保存于 －
８０℃、用于 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测；外周血于室温条件下静置２ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离
心１５ｍｉｎ，收集血清保存于 －２０℃，用于 ＡＳＴ、
ＡＬＴ／ＧＰＴ检测与ＥＬＩＳＡ实验。
１３２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　提取肝脏组织总
ＲＮＡ，将其反转录成ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ为模板，利用
叉头状／翼状螺旋转录因子 ３（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎ３，Ｆｏｘｐ３）、维甲酸相关孤儿核
受体γｔ（ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｏｒｐｈａｎｒｅｃｅｐｔｏｒ
γｔ，ＲＯＲγｔ）、Ｂ淋巴细胞瘤 ２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸＰｒｏｔｅｉｎ，ｂａｘ）、Ｂ淋巴细胞
瘤２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，ｂｃｌ２）、含半胱氨酸的天冬
氨酸水解酶３（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ
３，Ｃａｓｐａｓｅ３）、含半胱氨酸的天冬氨酸水解酶 ９
（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９，Ｃａｓｐａｓｅ９）
特异性引物和染料分子 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ进行 ＰＣＲ扩
增。ＰＣＲ反应条件为：９４℃反应 ５ｍｉｎ灭活酶，
９４℃变性１０ｓ，６０℃退火延伸３０ｓ，４０个循环，循
环结束后进行熔解曲线分析，利用 ２－△△Ｃｔ方法分
析所得ＰＣＲ结果。ＰＣＲ引物序列见表１。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

引物 方向 寡核苷酸序列

Ｆｏｘｐ３ 正向 ５′ＡＧＡＴＧＴＡＣＣＣＣＡＣＧＴＣＴＣＡＣＴＴ３′
反向 ５′ＣＴＣＴＣＴＴＴＣＡＴＴＴＧＧＴＡＴＣＣＧＣ３′

ＲＯＲγｔ 正向 ５′ＡＧＣＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＧＡＡＧＴＣＧ３′
反向 ５′ＴＧＡＧＡＡＣＣＡＧＧＧＣＣＧＴＧＴＡＧ３′

Ｂａｘ 正向 ５′ＣＣＡＧＧＡＴＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡ３′
反向 ５′ＡＧＣＡＡＡＧＴＡＧＡＡＧＡＧＧＧＣＡＡＣＣＡＣ３′

Ｂｃｌ２ 正向 ５′ＣＴＣＴＣＧＴＣＧＣＴＡＣＣＧＴＣＧＴＧＡＣＴＴＣ３′
反向 ５′ＣＡＣＡＴＧＡＣＣＣＣＡＣＣＧＡＡＣＴＣＡＡＡＧＡ３′

Ｃａｓｐａｓｅ３ 正向 ５′ＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＧＣＣＧＡＡＡＣ３′
反向 ５′ＧＡＣＴＧＧＡＴＧＡＡＣＣＡＣＧＡＣＣＣ３′

Ｃａｓｐａｓｅ９ 正向 ５′ＡＣＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧＣＣＡＡＧＡＡＡ３′
反向 ５′ＡＧＣＣＧＣＴＣＣＣＧＴＴＧＡＡＧＡＴＡ３′

βａｃｔｉｎ 正向 ５′ＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧＧＣＴＡＴ３′
反向 ５′ＴＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ３′

１３３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　提取肝脏组织总蛋白，
ＢＣＡ法定量蛋白，采用１１％和１５％分离胶、５％浓
缩胶进行电泳，湿法转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉
封闭，Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９及βａｃｔｉｎ的一抗分别按１∶５００、
１∶１０００、１∶５００、１∶５００、１∶５００、１∶５００及１∶１０００的
比例稀释，一抗孵育，４℃过夜，ＴＢＳＴ洗涤后用辣
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根过氧化物（ＨＲＰ）标记的二抗（１∶５０００）于３７℃
孵育 ４５ｍｉｎ，ＥＣＬ法检测。用凝胶图象处理系统
（ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ软件）分析目标条带的光密度值。
１３４　血清指标检测　取小鼠外周血，于室温条
件下静置２ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集血清，
按试剂盒说明测定血清中 ＡＳＴ、ＡＬＴ（ＧＰＴ）、ＩＬ６、
ＩＬ１０及ＩＬ１７Ａ水平。
１３５　肝脏组织 ＨＥ染色　取小鼠肝脏组织经
４％中性多聚甲醛固定，酒精梯度脱水，二甲苯透
明，石蜡包埋，切片厚５μｍ，进行 ＨＥ染色，酒精梯
度脱水及二甲苯透明后显微镜下进行观察。

１３６　肝脏组织 ＴＵＮＥＬ检测　取小鼠肝脏组织
经４％中性多聚甲醛固定，酒精梯度脱水，二甲苯
透明，石蜡包埋，切片厚５μｍ经３％ Ｈ２Ｏ２处理，
ＴＵＮＥＬ反应液于３７℃避光孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤
后使用ＣｏｎｖｅｒｔＰＯＤ于３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
再次洗涤，于ＤＡＢ显色、苏木素复染、酒精梯度脱
水及二甲苯透明后显微镜下进行观察。

１４　统计学方法
使用ＳＰＳＳ２１０统计软件进行实验数据的统

计与分析，实验数据来自 ３次独立平行实验，以均

数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析对实
验数据进行统计与分析，并通过 Ｂｏｎｆｏｒｒｏｎｉ法进行
校正。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９
ｍＲＮＡ表达

与对照组小鼠相比，ＡＩＨ组小鼠肝脏组织
Ｆｏｘｐ３及 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的相对表达量显著下降，
ＲＯＲγｔ、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３及 Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ的相对
表达量显著上升（Ｐ＜００５）。与ＡＩＨ组小鼠相比，
ＡＩＨ＋高剂量 Ｒｅｓ组小鼠肝脏组织 Ｆｏｘｐ３与 Ｂｃｌ２
ｍＲＮＡ的相对表达量显著升高，ＲＯＲγｔ、Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ的相对表达量显著降
低（Ｐ＜００５）；ＡＩＨ＋低剂量 Ｒｅｓ组小鼠肝脏组织
ＲＯＲγｔ及ＢａｘｍＲＮＡ的相对表达量显著降低（Ｐ＜
００５）。与ＡＩＨ＋低剂量 Ｒｅｓ组小鼠相比，ＡＩＨ＋
高剂量Ｒｅｓ组小鼠肝脏组织Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的相对表
达量显著升高；Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ的相对表达量显
著降低（Ｐ＜００５）。见表２。

表２　４组小鼠肝脏组织Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９ｍＲＮＡ的相对表达
Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＦｏｘｐ３，ＲＯＲγｔ，Ｂａｘ，Ｂｃｌ２，Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ９ｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ

组别
肝组织ｍＲＮＡ

Ｆｏｘｐ３ ＲＯＲγｔ Ｂａｘ Ｂｃｌ２ Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｃａｓｐａｓｅ９
对照组 １００±０００ １００±０００ １００±０００ １００±０００ １００±０００ １００±０００　

ＡＩＨ组 ０４０±０１０（１） ４０５±１１２（１） ２９９±０７３（１） ０３２±００７（１） ３９７±０９０（１） ４８６±１２３（１）

ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ组 ０６０±０１７ ２０４±０５９（３） ２０９±０５７（２） ０４９±０１１ ３０６±０８３ ４１０±０９１

ＡＩＨ＋高剂量Ｒｅｓ组 ０８１±０２２（３） １４８±０３４（３） １５３±０３９（３） ０８９±０２５（３）（５）１９６±０５７（３） ２５８±０６０（３）（４）

（１）与对照组相比，Ｐ＜００１；与ＡＩＨ组相比，（２）Ｐ＜００５，（３）Ｐ＜００１；与ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ组相比，（４）Ｐ＜００５，（５）Ｐ＜００１

２２　Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３
及ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白表达

与对照组小鼠相比，ＡＩＨ组小鼠肝脏组织
Ｆｏｘｐ３及 Ｂｃｌ２蛋白的相对表达量显著下降，
ＲＯＲγｔ、Ｂａｘ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３及 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ
９蛋白的相对表达量显著上升（Ｐ＜００５）。与ＡＩＨ
组小鼠相比，ＡＩＨ＋高剂量 Ｒｅｓ组小鼠肝脏组织
Ｆｏｘｐ３与 Ｂｃｌ２蛋白的相对表达量显著升高，
ＲＯＲγｔ、Ｂａｘ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３及 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ
９蛋白的相对表达量显著降低（Ｐ＜００５）；ＡＩＨ＋
低剂量Ｒｅｓ组小鼠肝脏组织Ｂｃｌ２与Ｂａｘ蛋白的相

对表达量显著降低（Ｐ＜００５）。与 ＡＩＨ＋低剂量
Ｒｅｓ组小鼠相比，ＡＩＨ＋Ｒｅｓ高剂量组小鼠肝脏组
织Ｆｏｘｐ３及 Ｂｃｌ２蛋白的相对表达量显著升高，
ＲＯＲγｔ、Ｂａｘ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３及 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９
蛋白的相对表达量显著降低（Ｐ＜００５）。见表３。
２３　血清ＡＳＴ、ＡＬＴ／ＧＰＴ、ＩＬ６、ＩＬ１０及ＩＬ１７Ａ

与对照组小鼠相比，ＡＩＨ组小鼠血清 ＡＳＴ、
ＡＬＴ／ＧＰＴ、ＩＬ６、ＩＬ１７Ａ显著增高，ＩＬ１０含量显著
下降（Ｐ＜００５）。与 ＡＩＨ组小鼠相比，ＡＩＨ＋高剂
量Ｒｅｓ组小鼠血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ／ＧＰＴ、ＩＬ６、ＩＬ１７Ａ显
著降低（Ｐ＜００５），ＩＬ１０含量显著升高（Ｐ＜
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００５）；ＡＩＨ＋低剂量 Ｒｅｓ组小鼠血清各项指标均
无明显变化。与 ＡＩＨ＋低剂量 Ｒｅｓ组小鼠相比，

ＡＩＨ＋高剂量 Ｒｅｓ组小鼠血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ／ＧＰＴ、ＩＬ
６、ＩＬ１７Ａ显著降低（Ｐ＜００５）。见表４。

表３　４组小鼠肝脏组织中Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３及
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白的相对表达量

Ｔａｂ．３　ＲｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＦｏｘｐ３，ＲＯＲγｔ，Ｂａｘ，Ｂｃｌ２，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３，
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９ｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ

组别
肝脏组织蛋白

Ｆｏｘｐ３ ＲＯＲγｔ Ｂａｘ Ｂｃｌ２ ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３　ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９
对照组 １００±０００ １００±０００ １００±０００ １００±０００ １００±０００ １００±０００
ＡＩＨ组 ０３８±００７（１） ４３７±０８７（１） ３９２±０７８（１） ０２６±００５（１） ４１０±０８１（１） ４８３±０９８（１）

ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ组 ０５３±０１１ ３５９±０７２ ３２１±０７１ ０５０±０１１（３） ３０５±０７２（２） ３８２±０８２
ＡＩＨ＋高剂量Ｒｅｓ组 ０７３±０１５（３）（４）１７３±０３７（３）（５）２２１±０４７（３）（４）０８３±０１７（３）（５）２００±０４４（３）（４） ２３４±０５１（３）（５）

（１）与对照组相比，Ｐ＜００１；与ＡＩＨ组相比，（２）Ｐ＜００５，（３）Ｐ＜００１；与ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ组相比，（４）Ｐ＜００５，（５）Ｐ＜００１

表４　４组小鼠血清ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＩＬ６、ＩＬ１０及ＩＬ１７Ａ水平
Ｔａｂ．４　ＬｅｖｅｌｏｆＡＳＴ，ＡＬＴ，ＩＬ６，ＩＬ１０ａｎｄＩＬ１７Ａｉｎｓｅｒｕｍ

组别
肝脏组织

ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＩＬ６（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ１０（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ１７Ａ（ｎｇ／Ｌ）
对照组 ２１９８±４６５　　 １９２３±３９５　　 １０５６±２１９　 　２００４１±４３１４　　 ３３５３±７００　
ＡＩＨ组 ６２６１±１５０８（１） ７３９４±１５４６（１） ４４２２±９０３（１） 　６６３９±１４１９（１） １４０２４±３１０４（１）

ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ组 ５２０９±１１３２ ６０７１±１５００ ３４２３±７７２ 　１０６３１±２６６５ １０７４６±２２１３
ＡＩＨ＋高剂量Ｒｅｓ组 ３３４０±６８２（２）（３） ３８５６±８１５（２）（３）　１９２１±４３０（２）（４）　１３０８３±２７８４（２）　　 ７１５９±１４３０（２）（３）

与对照组相比，Ｐ＜００１；与ＡＩＨ组相比，（２）Ｐ＜００１；与ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ组相比，（３）Ｐ＜００５，（４）Ｐ＜００１

２４　肝脏组织ＨＥ染色
对照组小鼠肝脏组织切片肝细胞 ＨＥ染色未

见异常，肝小叶结构正常，肝索排列整齐；ＡＩＨ组小
鼠肝脏组织切片可见大量炎症细胞浸润，包绕血管

呈现袖套状改变，有炎症出血坏死；与 ＡＩＨ组相
比，ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ组及 ＡＩＨ＋高剂量 Ｒｅｓ组小
鼠肝脏组织切片肝细胞坏死程度明显减轻，炎症细

胞浸润明显减少，炎症有明显的改善；ＡＩＨ＋高剂
量Ｒｅｓ组与ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ组相比，肝细胞坏死
程度与炎症细胞浸润程度均具有一定程度的减少。

见图１。
２５　肝脏组织ＴＵＮＥＬ检测

ＴＵＮＥＬ阳性染色定位于细胞核，凋亡细胞细
胞核呈棕褐色，较小的棕褐色圆形小体为凋亡小

体。对照组小鼠肝脏组织切片中未见到ＴＵＮＥＬ阳
性染色的肝细胞，ＡＩＨ组小鼠肝脏组织切片中可见
大量的ＴＵＮＥＬ染色阳性肝细胞；ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ
组、ＡＩＨ＋高剂量Ｒｅｓ组与 ＡＩＨ组相比，ＴＵＮＥＬ阳
性染色的肝细胞数量明显减少；ＡＩＨ＋Ｒｅｓ高剂量

组与ＡＩＨ＋Ｒｅｓ低剂量组相比，ＴＵＮＥＬ阳性染色的
肝细胞数量明显减少。见图２。

３　讨论

ＡＩＨ是由自身免疫反应介导的慢性进行性肝
脏炎症性疾病，其临床特征为不同程度的血清转氨

酶升高、高 γ球蛋白血症、自身抗体阳性，组织学
特征为以淋巴细胞、浆细胞浸润为主的肝炎，严重

病例可快速进展为肝硬化和肝衰竭［８－９］。然而，由

于ＡＩＨ发病机制复杂，迄今为止仍无有效的治疗
手段。

血清ＡＬＴ与ＡＳＴ水平升高是肝脏损伤的重要
标志［１０］。本研究中，ＡＩＨ小鼠血清 ＡＳＴ与 ＡＬＴ含
量显著上升，提示ＡＩＨ小鼠存在肝脏损伤，当使用
Ｒｅｓ预处理后，ＡＩＨ小鼠血清 ＡＳＴ与 ＡＬＴ含量显
著下降，肝脏损伤得到显著改善，表明 Ｒｅｓ能够对
ＡＩＨ小鼠肝脏组织起到一定的保护作用。ＩＬ６、ＩＬ
１７Ａ与ＩＬ１０均是与炎症反应密切相关的炎性因

２７７
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注：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为对照组、ＡＩＨ组、ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ组及ＡＩＨ＋高剂量Ｒｅｓ组

图１　４组小鼠肝脏组织学观察（ＨＥ，×２００）
Ｆｉｇ．１　Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ

注：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为对照组、ＡＩＨ组、ＡＩＨ＋低剂量Ｒｅｓ组及ＡＩＨ＋高剂量Ｒｅｓ组

图２　４组小鼠肝脏组织中肝细胞凋亡（ＴＵＮＥＬ，×４００）
Ｆｉｇ．２　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｌｉｖｅｒｃｅｌｌｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ

子，其中，ＩＬ６与ＩＬ１７Ａ为促炎性因子，ＩＬ１０为抗
炎性因子。本研究结果显示，与对照组小鼠相比，

ＡＩＨ小鼠血清ＩＬ６、ＩＬ１７Ａ含量显著上升，ＩＬ１０含
量显著下降，表明ＡＩＨ小鼠体内存在炎症反应，而
经过Ｒｅｓ预处理后，ＡＩＨ小鼠血清促炎性因子ＩＬ６
与ＩＬ１７Ａ含量显著降低，抗炎性因子ＩＬ１０含量显
著上升，表明 Ｒｅｓ能够抑制 ＡＩＨ造成的炎症反应。
ＨＥ染色结果同样显示，ＡＩＨ小鼠肝脏组织可见大
量炎症细胞的浸润，而经 Ｒｅｓ预处理后，ＡＩＨ小鼠
炎症细胞明显减少，炎症得到明显的改善，这与现

有文献报道结果相一致［１１－１２］。

Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞失衡与炎症性疾病的发生与
发展密切相关，其中 Ｆｏｘｐ３被认为是 Ｔｒｅｇ细胞的
关键转录因子和特异性标志物，ＲＯＲγｔ是对 Ｔｈ１７
细胞分化起关键作用的转录激活因子，且 ＲＯＲγｔ
的表达与Ｔｈ１７细胞分化成正相关，Ｔｈ１７细胞能够
通过分泌促炎性因子发挥其促炎症作用，在促炎症

细胞因子存在的环境中，Ｆｏｘｐ３水平下降而 ＲＯＲγｔ
表达水平升高，促进 Ｔｈ１７细胞分化，导致 Ｔｈ１７／
Ｔｒｅｇ细胞失衡［１３］。研究表明，在健康人群血清中，

Ｆｏｘｐ３／ＲＯＲγｔ比例接近于 １，而 ＡＩＨ患者血清中
Ｆｏｘｐ３／ＲＯＲγｔ比例显著下降，表明 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞
失衡可能与ＡＩＨ的发生与发展密切相关［１３］。本研

究显示，与正常小鼠相比，ＡＩＨ小鼠肝脏组织
Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ及蛋白的相对表达量显著下降，

ＲＯＲγｔｍＲＮＡ及蛋白的相对表达量显著上升，
Ｆｏｘｐ３／ＲＯＲγｔ比例显著下降，经过 Ｒｅｓ预处理后，
ＡＩＨ小鼠肝脏组织 Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ及蛋白的相对表
达量显著上升，ＲＯＲγｔｍＲＮＡ及蛋白的相对表达量
显著下降，Ｆｏｘｐ３／ＲＯＲγｔ比例接近 １，表明 Ｒｅｓ能
够通过对Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞的调节，抑制炎症反应的
发生与发展，对ＡＩＨ小鼠肝脏组织起到保护作用。

研究表明，肝脏组织出现坏死和凋亡现象是刀

豆素Ａ（ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡ，ＣｏｎＡ）诱导的肝损伤模型
的主要特征之一［１２］。Ｂａｘ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂｃｌ２均是
与凋亡密切相关的因子，其中，Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９与 Ｃａｓｐａｓｅ
９属于促凋亡因子，Ｂｃｌ２属于抗凋亡因子。本研
究结果显示，与正常小鼠相比，ＡＩＨ小鼠肝脏组织
Ｂａｘ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ
９与Ｃａｓｐａｓｅ９的相对表达量显著上升，Ｂｃｌ２的相
对表达量显著下降，表明 ＡＩＨ小鼠肝脏组织发生
凋亡，经过 Ｒｅｓ预处理后，ＡＩＨ小鼠肝脏组织 Ｂａｘ、
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９与
Ｃａｓｐａｓｅ９的相对表达量显著下降，Ｂｃｌ２的相对表
达量显著上升，ＴＵＮＥＬ染色结果同样显示，ＡＩＨ小
鼠肝脏组织中可见大量凋亡细胞，而经过Ｒｅｓ预处
理后，ＡＩＨ小鼠肝脏组织中凋亡细胞显著减少，表
明Ｒｅｓ能够显著改善 ＡＩＨ小鼠肝脏细胞凋亡现

３７７

　７期 孙　菁等　白藜芦醇对刀豆素Ａ诱导小鼠自身免疫性肝炎的保护作用



象，这与ＡＩＨ相关文献报道结果相一致［１４－１６］。

综上所述，Ｒｅｓ能够通过调节Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞
平衡，抑制炎症反应，抑制肝脏组织凋亡，从而保护

ＣｏｎＡ诱导的ＡＩＨ模型小鼠肝脏组织，且这种保护
作用随Ｒｅｓ剂量的增加而增强。
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