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  [摘 要] 目的 了解大鼠模型中对乙酰氨基酚致肝急性损伤的细胞因子变化,为临床提供诊疗思路。

方法 将12只雄性SD大鼠,平均分为空白组和对乙酰氨基酚组(实验组)各6只。实验组每只大鼠用750
 

mg/kg对乙酰氨基酚腹腔注射,12
 

h后可造模成功,观察大鼠肝组织损伤程度;空白组不作任何处理。检测2
组血清白细胞介素-6(IL-6)水平及肝组织谷草转氨酶(AST)/谷丙转氨酶(ALT)的表达及肿瘤坏死因子-α
(TNF-α)、趋化因子(CXCL)-10的mRNA表达水平。结果 实验组大鼠肝脏损伤评分[(5.3±0.8)分]高于空

白组(0分),差异有统计学意义(P<0.01)。实验组大鼠肝脏组织 AST、ALT水平[分别为(107.6±16.7)、
(35.1±5.2)U/g]低于空白组[分别为(178.8±21.6)、(58.9±6.8)U/g],差异均有统计学意义(P<0.01)。
实验组大鼠血清中IL-6的表达水平[(67.9±4.8)pg/mL]明显高于空白组[(4.8±0.4)pg/mL],差异有统计学

意义(P<0.01)。实验组大鼠肝脏组织中TNF-α、CXCL-10表达水平[分别为(3.34±0.50)、(4.15±0.54)]均

高于空白组[分别为(1.00±0.14)、(1.00±0.15)],差异均有统计学意义(P<0.01)。结论 对乙酰氨基酚可

造成大鼠药物性肝损伤,检测血清IL-6水平、肝组织中AST、ALT的表达及TNF-α、CXCL-10的 mRNA表达

水平变化有助于疾病的诊断。
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[Abstract] Objective To

 

understand
 

the
 

changes
 

of
 

cytokines
 

in
 

acetaminophen-induced
 

acute
 

liver
 

in-

jury
 

in
 

rat
 

models,and
 

to
 

provide
 

ideas
 

for
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

treatment.Methods A
 

total
 

of
 

12
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

equally
 

divided
 

into
 

blank
 

group
 

and
 

acetaminophen
 

group
 

(the
 

experimental
 

group),with
 

six
 

rats
 

in
 

each
 

group.Each
 

rat
 

of
 

experimental
 

group
 

was
 

intraperitoneally
 

injected
 

with
 

750
 

mg/kg
 

acetaminophen.Af-
ter

 

12
 

hours,the
 

model
 

was
 

successfully
 

established.The
 

degree
 

of
 

liver
 

tissue
 

injury
 

of
 

rats
 

was
 

observed.
The

 

blank
 

group
 

with
 

nothing.The
 

levels
 

of
 

serum
 

interleukin-6
 

(IL-6),the
 

expression
 

of
 

aspartate
 

amin-
otransferase

 

(AST)/alanine
 

aminotransferase
 

(ALT),and
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

CXCL-
10

 

(in
 

two
 

groups)
 

were
 

detected.Results The
 

liver
 

injury
 

score
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

[(5.3±
0.8)scores]

 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

group
 

(0
 

score),and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).The
 

levels
 

of
 

AST
 

and
 

ALT
 

in
 

liver
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

[(107.6±16.7),
(35.1±5.2)U/g]

 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

group
 

[(178.8±21.6),(58.9±6.8)U/g],and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).The
 

expression
 

level
 

of
 

IL-6
 

in
 

serum
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

exper-
imental

 

group
 

[(67.9±4.8)pg/mL]
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

group
 

[(4.8±0.4)pg/
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mL],and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).The
 

expression
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

CXCL-10
 

in
 

liver
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

[(3.34±0.50)
 

and
 

(4.15±0.54),respectively]
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

group
 

[(1.00±0.14)
 

and
 

(1.00±0.15),respectively],and
 

the
 

differences
 

were
 

statis-
tically

 

significant
 

(P<0.01).Conclusion Acetaminophen
 

can
 

cause
 

drug-induced
 

liver
 

injury
 

in
 

rats.Detect-
ting

 

the
 

changes
 

of
 

serum
 

IL-6
 

level,the
 

expression
 

of
 

AST
 

and
 

ALT
 

in
 

liver
 

tissue
 

and
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

TNF-α
 

and
 

CXCL-10
 

are
 

helpful
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

the
 

disease.
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  对乙酰氨基酚是发达国家导致急性重症肝损伤

最常见的原因,在北美占肝衰竭的45.7%,在英国占

65.4%。这类急性肝损伤容易在数天或数周内演变

为急性肝衰竭[1-3],病情发展迅速,发生大规模肝细胞

破坏,可出现进行性黄疸、肝性脑病和严重的凝血异

常等多样临床表现,死亡率极高,可达80.0%;其中脑

水肿、败血症和多器官衰竭是主要的死亡原因[4-6],治
疗效果不佳。目前,对急性肝损伤的防治仍是一个严

峻课题,有研究显示这类肝损伤及体内细胞因子变化

可能是可预测的,白细胞介素-6(IL-6)、肿瘤坏死因

子-α(TNF-α)、趋化因子(CXCL)-10可能参与肝细胞

损伤[7-9],在对乙酰氨基酚介导的肝损伤中的具体机

制尚不明确。因此,本研究通过分析相应动物模型中

的IL-6、TNF-α、CXCL-10炎症因子,探讨肝损伤机

制,为临床提供诊疗思路,以期改善患者预后。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂 对乙酰氨基酚(大连美仑生物有

限公司,批号B353231337769);谷草转氨酶(AST)、
谷丙转氨酶(ALT)测试盒(南京建成生物工程研究

所,批号C009-2-1、C010-2-1);苏木精-伊红(HE)染色

试剂 盒 (上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司,批 号

C0105S);大鼠IL-6检测试剂盒(江苏酶免实业有限

公司,批号 MM-0190R2);RNAiso
 

Plus(北京宝日医

生物技术有限公司,货号9109);cDNA合成超级预混

液(苏州近岸蛋白质科技股份有限公司,货号E047-
01A);荧光定量试剂盒SYBR

 

qPCR
 

SuperMix
 

Plus
(苏州近岸蛋白质科技股份有限公司,货号 E096-
01B)。

1.1.2 主要仪器 台式低温高速离心机;自动组织

脱水机、包埋机、包埋机冷台(湖北孝感阔海医疗科技

有限公司);轮转式切片机(赛默飞世尔仪器有限公

司);摊片烤片机(湖北孝感阔海医疗科技有限公司);

荧光定量聚合酶链反应(qPCR)仪(美国
 

ABI公司);

PCR仪(美国BIO-RAD公司);超微量紫外可见光分

光光度计(北京百泰克);K3酶标仪(广东丹利科技有

限公司);霉菌培养箱(上海力辰邦西仪器科技有限公

司)。

1.2.3 
 

动物 共12只雄性SD大鼠[生产厂家:斯
贝福(北京)生物技术有限公司,许可证号:SCXK(京)

2019-0010],每只重190~200
 

g。实验方案和动物使

用规章制度经本院生物医学伦理委员会审查批准通

过[伦理批号:(2021)福医附二伦理审字(172)号]。

1.2.4 
 

动物分组、建模 将所有大鼠平均分为空白

组和对乙酰氨基酚组(实验组),各6只;实验组每只

大鼠用750
 

mg/kg对乙酰氨基酚腹腔注射,12
 

h后可

造模成功[10]。空白组不做任何处理。

1.2.5 动物取材、检测 造模结束后取血清进行后

续酶联免疫吸附试验(ELISA)检测;取用肝脏组织,

分成2份,1份用多聚甲醛固定,常规石蜡切片后,进
行后续HE染色实验,观察肝损伤程度,每只大鼠肝

组织随机选取1张切片,染色病理结果由病理科医生

按照肝脏损害情况进行评分,包括:肝细胞脂肪变性3
分(大泡性1分,小泡性2分),肝细胞性胆汁淤积1
分,凋亡小体1分,嗜伊红白细胞浸润2分,中央静脉

炎和(或)门静脉炎1分
 

,上皮内肉芽肿1分,铁沉着

1分,总计10分[11-12]。1份组织取材采用qPCR检测

各组肝组织中TNF-α、CXCL-10的 mRNA表达水平

(GAPDH引物由福州尚亚生物合成,引物序列见表

1)。采用ELISA检测IL-6水平,以及生化检测肝组

织中AST、ALT的表达。
表1  引物序列

基因 序列(5'-3')

GAPDH Forward:ACGGCAAGTTCAACGGCACAG

Reverse:GAAGACGCCAGTAGACTCCACGAC

TNF-α Forward:CTCAAGCCCTGGTATGAGCC

Reverse:CTCCAAAGTAGACCTGCCCG

CXCL-10 Forward:TGCAAGTCTATCCTGTCCGC

Reverse:TCTTTGGCTCACCGCTTTCA

1.3 统计学处理 应用SPSS
 

26.0统计软件进行数

据分析,计量资料以x±s 表示,采用t 检验,并由
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GraphPad
 

prism
 

9.0罗件进行绘图分析。P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组大鼠HE染色结果 空白组大鼠肝细胞结

构正常,形态清晰且大小均一,无炎症细胞浸润,未见

变性和坏死等明显异常;实验组大鼠肝细胞大小不

一,肝窦充血,亚大块肝细胞肿胀,嗜酸性变,部分细

胞溶解形成点状及灶状肝细胞坏死,伴炎细胞浸润。
见图1。

2.2 各组大鼠肝脏损伤评分比较 实验组大鼠肝脏

损伤评分[(5.3±0.8)分]高于空白组(0分),差异有

统计学意义(P<0.01)。

图1  各组大鼠肝组织病理形态学变化(HE染色,200×)

2.3 各组大鼠肝脏组织AST、ALT检测结果比较 
实验组大鼠肝脏组织中AST水平[(107.6±16.7)U/

g]低于空白组[(178.8±21.6)U/g],差异有统计学意

义(P<0.01)。实验组大鼠肝脏组织中 ALT水平

[(35.1±5.2)U/g]低于空白组[(58.9±6.8)U/g],
差异有统计学意义(P<0.01)。

2.4 各组大鼠血清IL-6检测结果比较 
 

实验组大

鼠血清中IL-6的表达水平[(67.9±4.8)pg/mL]明显

高于空白组[(4.8±0.4)pg/mL],差异有统计学意义

(P<0.01)。

2.5 各组大鼠肝脏组织qPCR检测结果比较 实验

组大鼠肝脏组织中TNF-α、CXCL-10表达水平[分别

为(3.34±0.50)、(4.15±0.54)]均高于空白组[分别

为(1.00±0.14)、(1.00±0.15)],差异均有统计学意

义(P<0.01)。

3 讨  论

  对乙酰氨基酚是临床常用药物,常规剂量是安全

的,但药物过量时可引起人或动物的肝毒性。机体在

摄入超过肝脏代谢阈值的对乙酰氨基酚后的8~12
 

h
内,可迅速产生损伤,约72

 

h达到峰值[1]。本研究中,
实验组大鼠的病理切片可看到肝细胞明显肿胀、坏
死,炎症细胞浸润,病理评分明显高于空白组。ALT
和AST是评估肝细胞损伤的重要指标之一,ALT、

AST分别存在于肝细胞的细胞质及胞质线粒体中,当
肝细胞受损时,其内部的ALT、AST释放入血,故而

肝损伤时肝组织ALT、AST活性下降[13]。本研究结

果显示,对乙酰氨基酚可显著降低肝组织中 ALT和

AST的水平。急性肝损伤时肝细胞损伤或者死亡,

TNF-α、IL-6等多种细胞因子及生物活性介质可协同

引起肝细胞损伤,IL-6、TNF-α被认为是关键因子,可
以调节机体对肝脏毒物的敏感性[14-15]。

IL-6是参与机体炎症反应发生、发展过程的重要

炎症细胞因子,其在血清中水平升高表明机体存在炎

症反应[8,16]。本研究显示,对乙酰氨基酚实验组血清

IL-6水平普遍高于空白组,可能由于肝脏内皮细胞和

Kupffer细胞在IL-6刺激下产生其他细胞因子,加速

中性粒细胞生成氧自由基产物,增强细胞间黏附,间
接损害组织及细胞,促进炎症的进展[17]。进而引起肝

炎、纤维化和肝硬化。IL-6是一种多酚细胞因子,可
以介导炎症免疫反应和慢性炎症,IL-6与其受体IL-
6R结合,激活JAK络氨酸酶,形成磷酸化STAT3,参
与肝损伤过程中免疫反应。IL-6/STAT3信号通路

通过调节bax、bcl-2等凋亡相关蛋白来影响细胞凋

亡,导致肝细胞损伤[18-21]。
本研究还发现,在对乙酰氨基酚相关肝损伤动物

模型中,肝组织TNF-α表达水平增高,提示TNF-α可

能参与对乙酰氨基酚诱导的肝损伤,TNF-α是由活化

的巨噬细胞、NK细胞及T淋巴细胞分泌释放,TNF-
α的生物学活性占TNF总活性的70%~95%。通过

提高中性粒细胞的吞噬功能,促进炎症细胞分化作

用,血 中 迅 速 增 多 的 TNF-α会 引 起 急 性 肝 损 伤。

TNF-α可参与细胞线粒体的损伤作用、诱导肝细胞凋
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亡,对肝窦内皮细胞产生毒性作用,导致内皮细胞肿

胀、坏死,加重肝组织损伤[21-22]。TNF-α和IL-6可激

活肝细胞凋亡通路,诱导一氧化氮合酶的表达及过氧

亚硝基的生成,形成恶性循环[23]
 

。
  

CXCL-10与其他趋化因子受体相互作用通过级

联反应触发白细胞整合素的构象变化,来促进其与内

皮细胞上表达的黏附分子相互作用,协调和介导了免

疫细胞进入受损或病变器官,在肝脏炎症、坏死过程

中起到了重要作用[24-25]。既往临床研究也表明,CX-
CL-10可能在非酒精性脂肪性肝炎(NASH)、丙型肝

炎病毒诱发的肝病、乙肝病毒感染引起的肝硬化中发

挥致病作用,抑制CXCL-10活性可以特异性减少浸

润性炎症单核细胞减轻Con
 

A诱导的肝炎;敲除CX-
CL-10功能可以与肥胖无关的方式预防饮食诱发的

NASH。本研究中实验组肝组织CXCL-10表达水平

明显高于空白组,说明CXCL-10在对乙酰氨基酚导

致药物性肝损伤过程中起着重要作用,表明肝脏中产

生的CXCL-10发挥着重要的致病作用[26-29]。
综上所述,AST、ALT、TNF-α、IL-6、CXCL-10等

指标与对乙酰氨基酚药物性肝损伤的病情危重程度

有明显相关性,可作为肝损伤程度的重要指标。本研

究显示,对乙酰氨基酚能有效降低肝脏中AST、ALT
的酶活力,并可能通过激活一系列细胞因子,形成复

杂的炎性因子协调作用,引起肝脏组织损伤,而有关

通路有待探讨。急重性药物性肝损伤是较常见的肝

脏疾病,细胞因子变化迅速,在临床工作中其可为肝

损伤早期诊治提供助力,对提高诊疗、患者预后有重

要意义。但本研究也存在一定局限性,本实验对象为

SD大鼠,每组样本量较小,可能导致统计测试的效能

不足,限制了研究结果的普适性。另外,本研究中空

白组未接受任何实验操作,未与已知有效的处理实验

进行比较,可能无法证明实验操作或处理的有效性,
因此在未来的实验设计中应采用更大的样本量、增加

阳性对照或阴性对照,提高统计效能,减少遗漏对实

验干预真实效果的评估。同时考虑不同物种与人类

在药物反应和疾病发生机制上的差异,未来的研究可

以选择与人类在生物学特征上更为相似的动物模型,
以提高研究的准确性和相关性。
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