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楮实子通过抑制内质网应激途径保护 APAP 诱导的小鼠肝损伤
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［摘要］ 目的：探讨楮实子基于内质网应激途径防治对乙酰氨基酚（APAP）致药物性肝损伤（DILI）的作用机制。方法：将

60 只 C57BL/6N 小鼠随机分为 6 组：正常组、模型组、水飞蓟宾组（3.4 g·kg-1）和楮实子高、中、低剂量组（3.0、1.5、0.75 g·kg-1），每
组 10 只。采用 APAP（800 mg·kg-1）灌胃的方法造模，同时给药治疗，连续 10 d。检测血清中丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天门冬

氨酸氨基转移酶（AST）、总胆红素（TBIL）、直接胆红素（DBIL）的含量或活性；苏木素 -伊红（HE）染色观察肝组织病理形态变

化；透射电镜观察肝细胞线粒体形态变化；比色法检测血清和肝组织中超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、总抗氧化能力

（T-AOC）、谷胱甘肽（GSH）、氧化型谷胱甘肽（GSSG）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、三磷酸腺苷（ATP）的活性或含量；免疫

荧光法检测肝组织中活性氧（ROS）的表达；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测肝组织葡萄糖调节蛋白 78

（GRP78）、CCAAT/增强子结合蛋白同源蛋白（CHOP）、c-Jun 氨基末端激酶（JNK）的 mRNA 表达水平。结果：与正常组比较，模

型组小鼠血清中 ALT、AST、TBIL、DBIL 活性或含量显著升高（P<0.01）；MDA 和 GSSG 含量显著升高（P<0.01），SOD、T-AOC、

GSH、GSH-Px、ATP 含量或活性显著降低（P<0.01）；肝细胞出现肿胀、炎性浸润及片状坏死；肝细胞线粒体肿胀破裂；GRP78、

CHOP 和 JNK mRNA 表达均显著增强（P<0.01）。与模型组比较，各给药组小鼠血清中 ALT、AST、TBIL、DBIL 含量或活性明显

降低（P<0.05，P<0.01）；MDA 和 GSSG 含量明显降低（P<0.05，P<0.01），SOD、T-AOC、GSH、GSH-Px、ATP 含量或活性明显升高

（P<0.05，P<0.01）；肝细胞肿胀、炎性浸润及片状坏死减少；肝细胞线粒体恢复双层膜结构；GRP78、CHOP 和 JNK mRNA 表达

均明显减弱（P<0.05，P<0.01）。结论：楮实子对 APAP 肝损伤小鼠具有防治作用，可能与减轻内质网应激、降低体内氧化应激

水平有关。
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the mechanism of Broussonetiae Fructus（BF）in preventing and

treating drug-induced liver injury（DILI）induced by acetaminophen（APAP）through the endoplasmic reticulum

stress pathway. Method：： Sixty C57BL/6N mice were randomly divided into normal group，model group，

silybin group（3.4 g·kg-1），and high-，medium- and low-dose BF groups（3.0，1.5，0.75 g·kg-1），with 10 mice

in each group. The DILI model was induced by intragastric administration of APAP at 800 mg·kg-1，and drugs

were administered simultaneously for 10 consecutive days. The serum contents or activities of alanine

aminotransferase（ALT），aspartate aminotransferase（AST）， total bilirubin（TBIL），and direct bilirubin

（DBIL）were measured. Hematoxylin-eosin（HE）staining was performed to observe the pathological changes in

liver tissues. The morphological changes in liver mitochondria were observed by transmission electron

microscopy. The activities or content of superoxide dismutase（SOD），malondialdehyde（MDA）， total

antioxidant capacity（T-AOC），glutathione（GSH），glutathione disulfide（GSSG），glutathione peroxidase

（GSH-Px），and adenosine triphosphate（ATP）in the serum and liver tissues were detected by the colorimetric

method. The expression of reactive oxygen species（ROS）in liver tissues was detected by immunofluorescence.

The gene expression of glucose-regulated protein 78（GRP78），CCAAT/enhancer-binding protein homologous

protein（CHOP），and c-Jun N-terminal kinase（JNK）in liver tissues was detected by Real-time quantitative

polymerase chain reaction（PCR）. Result：： Compared with the normal group， the model group showed

increased serum activities or content of ALT，AST，TBIL，and DBIL（P<0.01），increased MDA and GSSG

contents（P<0.01），decreased contents or activities of SOD，T-AOC，GSH，GSH-Px，and ATP（P<0.01），
swollen hepatocytes with inflammatory infiltration and lamellar necrosis，swollen and broken mitochondria of

hepatocytes，and increased mRNA expression of GRP78，CHOP，and JNK（P<0.01）. Compared with the model

group，the groups with drug intervention showed decreased serum content or activities of ALT，AST，TBIL，and

DBIL（P<0.05，P<0.01），reduced MDA and GSSG contents（P<0.05，P<0.01），and increased contents or

activities of SOD，T-AOC，GSH，GSH-Px，and ATP（P<0.05，P<0.01），improved swollen hepatocytes，

inflammatory infiltration，and lamellar necrosis， recovered bilayer membrane structure in mitochondria of

hepatocytes，and decreased mRNA expression of GRP78，CHOP，and JNK（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：：

BF has preventive and therapeutic effects on APAP-induced DILI mice，and the mechanism may be related to the

reduction of endoplasmic reticulum stress and oxidative stress level in vivo.

［［Keywords］］ Broussonetiae Fructus；acetaminophen；drug-induced liver injury；endoplasmic reticulum

stress

药物性肝损伤（DILI）是指药物在使用过程中，

因药物本身或其代谢产物或患者对药物超敏性等

因素所引发的肝脏损害［1］。DILI的严重程度可以从

无症状的肝酶升高到暴发性肝衰竭甚至死亡，是最

常见且严重的药物不良反应之一。某些西方国家

基于人群的前瞻性研究显示，DILI 在普通人群的发

病率为 13.9~19 人/10 万人，我国 DILI 发病率超过西

方发达国家［2-3］。对乙酰氨基酚（APAP）既是诱发

DILI的主要原因，也是筛选抗 DILI药物活性与机制

模型的诱导药物［4］。APAP 主要通过氧化应激途径

诱发 DILI，尤其是内质网极易受到氧化损伤的攻

击，因此，内质网应激与肝损伤有密切联系，为 DILI

发生发展的重要环节［5］。

楮实子为桑科植物构树的干燥成熟果实，味甘

性寒，具有清肝泄热、通利水湿之功［6］。据报道，临

床上应用楮实子复方治疗肝炎和肝硬化具有较好

的疗效。周仲瑛教授常使用楮实子与黑豆配伍治

疗乙型肝炎及肝硬化［7］、岭南名老中医岑鹤龄选用

楮实子、女贞子、酸枣仁等中药自拟三子养肝汤，治

疗慢性肝炎多取效较佳［8］。药理研究发现楮实子的

水提液和醇提物均有抗氧化作用［9］，课题组前期研

究也证实楮实子对 DILI大鼠具有抗氧化作用，但其

发挥抗氧化损伤的机制尚不明确［10］。本实验采用

APAP 复制 DILI 小鼠模型，观察了其对实验小鼠肝

功能、氧化应激指标、肝组织病理形态、线粒体超微

结 构 以 及 肝 组 织 葡 萄 糖 调 节 蛋 白 78（GRP78）、
CCAAT/增强子结合蛋白同源蛋白（CHOP）、c-Jun

氨基末端激酶（JNK）mRNA 的影响，从内质网应激
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途径探讨楮实子防治 APAP 致 DILI的作用机制。

1 材料

1.1 动物 SPF 级雄性 C57BL/6N 小鼠 60 只，体质

量（18±2）g，购于北京维通利华实验动物技术有限

公司，动物合格证号 SCXK（京）2016-0006。实验动

物饲养于温度、湿度恒定，光照明暗各 12 h 的清洁

级实验室内，自由进食饮水。该实验经河北中医学

院伦理委员会批准同意，编号 DWLL2021057。

1.2 药物 楮实子（配方颗粒，广东一方制药有限

公司，批号 9055281）；水飞蓟宾胶囊（天津天士力圣

特制药有限公司 ，每粒含水飞蓟宾 35 mg，批号

H20040299），实验时将配方颗粒和水飞蓟宾胶囊均

用 100 ℃蒸馏水充分溶解；APAP（上海源叶生物科

技有限公司，批号 B14A9E58584，纯度 99%）；羧甲

基 纤 维 素 钠（上 海 阿 拉 丁 试 剂 有 限 公 司 ，批 号

C299502），实验时 APAP 用 40 ℃生理盐水并加入

0.5% 羧甲基纤维素钠配制成所需浓度药液。

1.3 试剂 丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天门冬氨酸

氨基转移酶（AST）、总胆红素（TBIL）、直接胆红素

（DBIL）试剂盒（深圳市库贝尔生物科技股份有限公

司，批号分别为 201201、201001、201001、210101）；
苏木素 -伊红（HE）染液套装、RNA 提取液、DAPI 染

液（武汉赛维尔生物科技有限公司，批号分别为

G1003、G3013、G1012）；超氧化物歧化酶（SOD）、丙
二醛（MDA）、总抗氧化能力（T-AOC）、还原型谷胱

甘肽（GSH）/氧化型谷胱甘肽（GSSG）、谷胱甘肽过

氧化物酶（GSH-Px）、三磷酸腺苷（ATP）试剂盒（南

京建成生物工程研究所，批号分别为 A001-3、A003-

2-2、A015-2-1、A016-2-1、A005-1-2、A095-1-1）；三氯

甲烷、异丙醇、无水乙醇（国药集团化学试剂有限公

司 ，批 号 分 别 为 10006818、80109218、10009218）；
SureScriptTMFirst-Strand cDNA Synthesis Kit、Blaze

TaqTMSYBRFreen 实时荧光定量聚合酶链式反应

（Real-time PCR）Mix 2.0（广州易锦生物技术有限

公司，批号分别为 QP057-2、QP042）；其他试剂均为

国产分析纯。

1.4 仪器 H17502 型冷冻离心机（湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司）；JB-P5 型包埋机（武汉俊杰

电子有限公司）；RM2016 型病理切片机（上海徕卡

仪器有限公司）；BX43F 型显微镜［奥林巴斯（中国）
有限公司］；iChem-530 型全自动生化分析仪（深圳

库贝尔生物科技股份有限公司）；Versa MaxTM 型多

功能酶标仪（美国 Molecular Devices）；HT7700 型透

射电子显微镜（日本日立公司）。

2 方法

2.1 动物分组、造模与给药 60 只小鼠适应性喂养

1 周后，按随机数字表法随机分为正常组、模型组、

水飞蓟宾组和楮实子高、中、低剂量组，每组 10 只。

楮实子给药剂量结合 2020 年版《中华人民共和国药

典（一部）》［11］规定的楮实子用量及临床常用剂量，

选定 10 g 为等效剂量，定为中剂量，依据《中药药理

研究方法学》［12］中人与小鼠体表面积系数法折算实

验用量为 1.5 g·kg-1，低剂量为 0.75 g·kg-1、高剂量为

3.0 g·kg-1，水飞蓟宾组给药剂量为 3.4 g·kg-1；采用

边造模边给药的方法［13］，于每天上午 8：00 各给药组

灌胃相应治疗药物，正常组和模型组灌胃等体积生

理盐水；每天下午 5：00 正常组灌胃等体积生理盐

水，其余各组按照 0.8 g·kg-1 的剂量灌胃 APAP 复制

DILI 模型，给药体积为 10 mL·kg-1，连续给药 10 d。

以实验小鼠血清 ALT、AST、TBIL、DBIL 含量或活

性的升高为造模成功的标准［14］。

2.2 标本采集 实验结束后摘眼球取血，于 4 ℃、

3 500 r·min-1离心 15 min（离心半径 8.6 cm），吸取上

清以备血清生化指标检测。颈椎脱臼处死小鼠，剖

腹取出肝脏，切取适宜大小肝组织用 1% 戊二醛固

定液固定，以备透射电镜观察；另取 1 份肝组织置于

冻存管中，液氮冻存以备肝组织 mRNA 及相关指标

检测；再取 1 份肝组织用 4% 多聚甲醛固定，以备肝

脏病理形态观察。

2.3 指标检测

2.3.1 血清生化指标检测 全自动生化分析仪检

测血清中 ALT、AST、TBIL、DBIL 的含量或活性；比
色法检测血清中 MDA、SOD、T-AOC、GSH、GSSG、

GSH-Px 的含量或活性，均严格按照说明书操作。

2.3.2 HE 染色观察肝脏病理形态变化 将 4% 多

聚甲醛固定的肝组织取出，经脱水、包埋、切片、染

色、封片后，显微镜下观察病理变化。

2.3.3 透射电镜观察肝细胞线粒体形态变化 取

出 1% 戊二醛中固定的肝组织，经 1% 锇酸室温避光

固定 2 h、室温脱水、渗透包埋、聚合、超薄切片、染色

后，透射电镜下观察并拍照。

2.3.4 肝组织氧化应激指标和 ATP 含量检测 将

冻存的肝组织制成 10% 的肝组织匀浆，于 4 ℃条件

下，2 500 r·min-1 离心 10 min（离心半径 8.6 cm），吸
取上清，按试剂盒说明检测 MDA、SOD、T-AOC、

GSH、GSSG、GSH-Px、ATP 的含量或活性。

2.3.5 免疫荧光检测肝组织 ROS 含量 将冻存的

肝组织包埋切片后，经淬灭组织自发荧光、ROS 染
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色、DAPI 复染、封片后，置于荧光显微镜下观察并

拍照。DAPI 染出来的细胞核在紫外的激发下为蓝

色，阳性表达为红光。

2.3.6 Real-time PCR 检测肝组织 GRP78、CHOP、

JNK mRNA 表达 取冻存的肝组织，TRIzol法提取

总 RNA，反转录为 cDNA 后加入扩增反应体系，进

行 Real-time PCR 检测，PCR 反应条件为 95 ℃预变

性 30 s，1 个循环；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火、延伸

30 s，40 个循环。按照相对定量方法分析，以 β-肌动

蛋白（β-actin）为内参，用 2-ΔΔCt法表示 mRNA 的相对

表达量。引物序列由生工生物工程（上海）有限公

司设计，见表 1。

2.4 统计学方法 采用 SPSS 25.0 软件进行统计学

分析，实验数据以 x̄ ± s 表示，计量资料多组间比较

采用单因素方差分析，方差齐用最小显著性差异法

（LSD）检验，方差不齐用 Dunnett' T3 检验，以 P<0.05

表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对 DILI 小鼠肝功能指标的影响 与正常组比

较，模型组小鼠血清 ALT、AST 活性和 TBIL、DBIL

含量显著升高（P<0.01）；与模型组比较，各给药组小

鼠血清中 ALT、AST 活性和 TBIL、DBIL 含量明显降

低（P<0.05，P<0.01）。见表 2。

3.2 对 DILI 小鼠肝脏病理形态学的影响 HE 染

色显示，正常组肝小叶结构清晰，肝细胞索排列整

齐，以中央静脉为中心，向四周呈放射状排列，肝血

窦之间无肿胀，肝细胞大小一致，细胞核呈圆形位

于中央，胞浆完整。模型组肝细胞索排列不整齐，

难以观察到放射状，肝细胞肿胀，大小不一致，可见

炎性细胞浸润及片状坏死。各给药组肝索排列趋

于整齐，肝血窦及肝细胞肿胀减轻，炎性细胞浸润

明显减轻，未见坏死灶，并可见少量再生肝细胞。

见图 1。

3.3 对 DILI 小鼠肝脏线粒体形态的影响 正常组

线粒体呈椭圆形，大小一致，双层膜结构清晰，内部

致密，可见片状嵴；模型组线粒体数量减少，部分固

缩，形态趋于圆形，内部肿胀，双层膜破裂，密度降

低，嵴断裂；各给药组线粒体形态趋于椭圆形，大小

基本一致，恢复双层膜结构，密度升高，嵴为片状。

见图 2。

3.4 对 DILI 小鼠血清 SOD、MDA、T-AOC、GSH、

GSSG、GSH-Px 活性或含量的影响 与正常组比

较，模型组小鼠血清中 SOD、T-AOC、GSH、GSH-Px

含量或活性显著降低（P<0.01），MDA 和 GSSG 含量

显著升高（P<0.01）；与模型组比较，各给药组小鼠血

清中 SOD、T-AOC、GSH、GSH-Px 含量或活性明显

升高（P<0.05，P<0.01），MDA 和 GSSG 含量明显降

低（P<0.05，P<0.01）。见表 3。

3.5 对 DILI小鼠肝组织 SOD、MDA、T-AOC、GSH、

GSSG、GSH-Px 活性或含量的影响 与正常组比

较，模型组小鼠肝组织 SOD、GSH、GSH-Px、T-AOC

含量或活性显著降低（P<0.01），MDA、GSSG 含量

显著升高（P<0.01）；与模型组比较，各给药组小鼠

肝组织中 SOD、GSH、GSH-Px、T-AOC 含量或活性

明显升高（P<0.05，P<0.01），MDA、GSSG 含量明显

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

GRP78

CHOP

JNK

β-actin

序列（5'-3'）
上游 GTGTGTGAGACCAGAACCGT

下游 GCAGTCAGGCAGGAGTCTTA

上游 CCTGAGGAGAGAGTGTTCCAG

下游 GACACCGTCTCCAAGGTGAA

上游 CCACCAAAGATCCCGGACAA

下游 TGTGCTAAAGGAGACGGCTG

上游 TTCGCGGGCGACGAT

下游 GACCCATTCCCACCATCACAC

长度/bp

77

122

143

85

表 2 楮实子对 DILI小鼠肝功能指标的影响（x̄± s，n=10）

Table 2 Effect of Broussonetiae Fructus on liver function index of DILI mice（x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

水飞蓟宾组

楮实子高剂量组

楮实子中剂量组

楮实子低剂量组

剂量/g·kg-1

3.4

3.0

1.5

0.75

ALT/U·L-1

36.39±6.34

108.46±13.531）

58.33±7.563）

44.47±5.133）

39.04±7.023）

45.00±5.223）

AST/U·L-1

47.67±3.55

86.21±5.691）

61.27±4.342）

55.33±6.673）

60.43±5.592）

63.55±4.602）

TBIL/μmol·L-1

3.86±0.37

6.82±1.241）

5.44±0.863）

3.77±0.563）

4.67±0.533）

4.61±0.753）

DBIL/μmol·L-1

2.93±0.38

4.69±0.671）

3.38±0.562）

2.92±0.313）

3.11±0.322）

3.16±0.582）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 3-表 6 同）
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降低（P<0.05，P<0.01）。见表 4。

3.6 对 DILI 小鼠肝组织 ATP 含量的影响 与正常

组比较，模型组小鼠肝组织 ATP 含量显著减少（P<

0.01）；与模型组比较，各给药组小鼠肝组织中 ATP

含量增加（P<0.01）；与水飞蓟宾组比较，楮实子高、

中剂量组 ATP 含量显著升高，楮实子低剂量组 ATP

含 量 明 显 降 低 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义（P<0.05，

P<0.01）。见表 5。

3.7 对 DILI 小鼠肝组织 ROS 表达的影响 荧光显

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 水飞蓟宾组；D. 楮实子高剂量组；
E.楮实子中剂量组；F.楮实子低剂量组（图 2 和图 3 同）
图 1 楮实子对 DILI小鼠肝脏病理形态学的影响（HE，×200）
Fig. 1 Effect of Broussonetiae Fructus on histopathological

morphology of DILI mice（HE，×200）

图 2 楮 实 子 对 DILI 小 鼠 肝 脏 线 粒 体 形 态 的 影 响（透 射 电

镜，×7 000）
Fig. 2 Effect of Broussonetiae Fructus on mitochondrial

morphology of hepatocytes of DILI mice（TEM，×7 000）

表 3 楮实子对 DILI小鼠血清 SOD、MDA、T-AOC、GSH、GSSG和 GSH-Px活性或含量的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of Broussonetiae Fructus on activities or contents of SOD，MDA，T-AOC，GSH，GSSG and GSH-Px in serum of DILI mice

（x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

水飞蓟宾组

楮实子高剂量组

楮实子中剂量组

楮实子低剂量组

剂量/g·kg-1

3.4

3.0

1.5

0.75

SOD/U·mL-1

98.36±5.82

64.64±2.361）

79.78±9.612）

87.48±5.473）

88.69±5.473）

81.29±4.832）

MDA/μmol·L-1

7.81±0.69

11.83±1.231）

9.16±1.112）

8.11±0.983）

8.76±1.122）

8.62±1.132）

T-AOC/U·mL-1

7.61±0.80

4.21±0.961）

5.89±1.032）

7.28±0.873）

6.61±0.672）

6.47±0.982）

GSH/g·L-1

367.23±28.19

223.81±34.801）

306.12±32.563）

345.28±36.873）

337.61±24.983）

325.12±26.903）

GSSG/g·L-1

68.19±3.54

94.92±4.441）

76.50±4.813）

73.72±3.353）

69.52±2.933）

80.27±4.472）

GSH-Px/U·mL-1

961.22±53.10

733.69±42.781）

924.30±77.663）

922.80±82.813）

948.07±71.583）

920.99±94.343）

表 4 楮实子对 DILI小鼠肝组织 SOD、MDA、T-AOC、GSH、GSSG和 GSH-Px活性或含量的影响（x̄± s，n=10）

Table 4 Effect of Broussonetiae Fructus on SOD，MDA，T-AOC，GSH，GSSG and GSH-Px activities or contents in liver tissue of DILI

mice（x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

水飞蓟宾组

楮实子高剂量组

楮实子中剂量组

楮实子低剂量组

剂量/g·kg-1

3.4

3.0

1.5

0.75

SOD/U·mg-1

281.01±30.52

167.68±16.481）

235.44±25.032）

269.86±20.083）

242.63±12.632）

230.34±24.802）

MDA/μmol·g-1

2.41±0.74

3.93±1.001）

3.03±0.352）

2.75±0.453）

2.93±0.443）

3.16±0.912）

T-AOC/U·mg-1

1.62±0.28

0.84±0.131）

1.27±0.362）

1.51±0.283）

1.33±0.252）

1.23±0.182）

GSH/mg·g-1

66.75±6.94

41.94±3.381）

52.65±4.662）

65.38±5.463）

56.02±5.792）

59.13±5.102）

GSSG/mg·g-1

19.79±1.90

35.32±3.351）

24.98±2.332）

20.49±1.333）

23.56±1.582）

24.16±3.282）

GSH-Px/U·mg-1

811.21±68.06

622.16±62.201）

683.98±58.69

716.16±44.473）

731.57±35.033）

703.12±53.432）
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微镜下观察可见，正常组小鼠肝组织 ROS 荧光强度

微弱，模型组荧光强度显著增强，各给药组 ROS 荧

光强度均明显降低。见图 3。

3.8 对 DILI 小 鼠 肝 组 织 GRP78、CHOP、JNK

mRNA 表达的影响 与正常组比较，模型组小鼠肝

组 织 中 GRP78、CHOP、JNK mRNA 表 达 显 著 升

高，差异具有统计学意义（P<0.01）；与模型组比较，

各给药组小鼠肝组织中 GRP78、CHOP、JNK mRNA

表达明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05，P<

0.01）。见表 6。

4 讨论

DILI 在中医古籍中可归属为“胁痛”“黄疸”“药

蛊”的范畴［15］，其发病多因药毒由口而入，随血入

肝，损伤肝体，肝失疏泄，肝病及脾，脾失健运，湿浊

内生，蕴积生热所致。故本病主要与肝脾二脏有

关，湿热毒蕴为其病机关键。清肝解毒，利水祛湿

乃有效治法。楮实子甘寒无毒，具有清肝泄热，解

毒利湿之效，契合 DILI 的病机，且临床运用证实楮

实子具有较好的保护肝功能、抗肝损伤作用［16］。

APAP 是临床常用的非甾体类解热镇痛药，该

药物过量使用是导致急性肝损伤的常见原因。根

据最新发布的国际 DILI临床诊疗指南和专家共识，

ALT、AST、TBIL、DBIL 仍然是分析 DILI 的主要实

验室指标［17-18］。2015 年根据我国国情制定的 DILI

诊治指南中，将生化指标作为治疗决策参考。因此

研究药物的护肝作用首先应关注其对以上指标的

干预作用［19］，本实验结果表明，模型组小鼠血清中

ALT、AST、TBIL、DBIL 含量或活性升高，肝细胞肿

胀、炎性细胞浸润及片状坏死；生化指标中 ALT 升

高最显著，这与既往研究认为在 DILI中血清 ALT 的

上升较 AST 诊断价值更大相一致［20］，以上结果提示

APAP 肝损伤模型复制成功。给予楮实子不同剂量

后，小鼠血清中 ALT、AST、TBIL、DBIL 含量或活性

降低，肝细胞肿胀、炎性浸润明显减轻，未见坏死

灶，提示楮实子不同剂量对于 APAP 所致的肝损伤

均具有保护作用。

研究表明，氧化应激是 APAP 发病机制中的关

键步骤［21］。过量服用 APAP 后，其产生的代谢产物

N-乙酰基 -对苯醌亚胺（NAPQI）严重耗竭 GSH 后，

表 5 楮实子对 DILI小鼠肝组织 ATP含量的影响（x̄± s，n=10）

Table 5 Effect of Broussonetiae Fructus on activities of content of

ATP in liver tissue of DILI mice（x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

水飞蓟宾组

楮实子高剂量组

楮实子中剂量组

楮实子低剂量组

剂量/g·kg-1

3.4

3.0

1.5

0.75

ATP/μmol·g-1

1 678.41±105.70

964.09±98.231）

1 403.43±114.573）

1 550.63±133.753）

1 442.42±186.783）

1 235.51±104.692）

图 3 楮实子对 DILI小鼠肝组织 ROS表达的影响（免疫荧光，×400）
Fig. 3 Effect of Broussonetiae Fructus on ROS expression in liver tissue of DILI mice（IF，×400）
表 6 楮实子对 DILI小鼠肝组织 GRP78、CHOP、JNK mRNA 表达

的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of Broussonetiae Fructus on GRP78，CHOP and

JNK mRNA expressions in liver tissue of DILI mice（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

水飞蓟宾组

楮实子高剂量组

楮实子中剂量组

楮实子低剂量组

剂量

/g·kg-1

3.4

3.0

1.5

0.75

GRP78

0.68±0.06

1.88±0.131）

1.23±0.183）

0.94±0.113）

1.03±0.023）

1.21±0.033）

CHOP

0.82±0.11

1.74±0.071）

1.27±0.122）

0.97±0.053）

1.14±0.143）

1.16±0.023）

JNK

1.00±0.07

1.89±0.061）

1.36±0.042）

1.09±0.083）

1.21±0.053）

1.41±0.072）
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与蛋白硫基发生共价结合，形成蛋白加合物，从而

诱发氧化应激及脂质过氧化反应［22］。同时，GSH 作

为一种自由基清除剂，被耗竭后导致氧自由基蓄

积，当超出机体氧化物清除能力时，则会影响肝脏

的抗氧化体系，加重氧化应激［23］。SOD 和 GSH-Px

是抗氧化酶体系较为重要的两个酶，GSH-Px 一方

面可以清除体内的过氧化物，阻断氧自由基对机体

的进一步损伤；另一方面可催化 GSH 被氧化为

GSSG，而有研究显示 GSSG 是肝脏氧化损伤的重要

标志，可诱导肝细胞死亡［24-25］。SOD 作为一种抗氧

化因子，通过歧化方式将氧化物转化为 H2O2，再经

GSH 转化为氧和水，从而发挥清除氧自由基的作

用［26］。MDA 是脂质过氧化的终产物，通常用作氧

化应激的生物指示剂，T-AOC 是评价机体总抗氧化

能力的指标。研究结果表明，APAP 小鼠血清和肝

组织中 MDA 含量和 GSSG 含量升高，GSH 含量降

低，T-AOC 降低，SOD 与 GSH-Px 活性降低，提示肝

损伤后出现了氧化应激反应，抗氧化酶体系失衡；
楮实子通过提高 SOD、GSH-Px 的活性，提高 T-AOC

活力，以降低血清和肝组织中 MDA 和 GSSG 含量，

进而提高 GSH 含量，发挥抗氧化作用。

线粒体是 ROS 和自由基的主要生成场所，线粒

体功能障碍会促使 ROS 和自由基的过度生成，造成

细胞内氧化应激现象，甚至与氧化应激相互作用，

进一步加重细胞损伤甚至凋亡［27］。已有研究显示，

线粒体是 APAP 诱导肝损伤的重要靶点，线粒体通

透性改变（MPT）已经被证明是 APAP 毒性机制中的

重要一环［28］。过量的 NAPQI 可与线粒体膜蛋白结

合，扰乱线粒体功能和 ATP 的生成，导致肝细胞坏

死；线粒体中的合成酶和 GSH 与 NAPQI 结合后，又

通过电子传递链抑制 ATP 合成［29］。有证据表明，

JNK 的激活及易位至线粒体可引发一系列损伤信

号扩增反应，改变细胞膜通透性［30］。曹春等［31］通过

对大鼠分别腹腔注射 JNK 激活剂和抑制剂，发现注

射激活剂后，弱化了治疗药物对急性肝损伤的保护

作用；而注射抑制剂后，能明显改善肝损伤程度。

有报道显示线粒体损失越多，APAP 中毒患者存活

率就越低，提示线粒体功能紊乱在 APAP 肝毒性机

制中起到了主要作用［32］。实验结果表明，楮实子一

方面可修复受损的线粒体结构，提高 ATP 含量，恢

复线粒体功能，从而抑制线粒体内 ROS 的生成，缓

解氧化应激；另一方面可抑制 JNK mRNA 的表达，

恢复双层膜结构，降低线粒体膜通透性，发挥护肝

作用。

除线粒体外，内质网也是 ROS 的重要来源，且

研究表明内质网能够产生凋亡的起始信号，然后再

作用于线粒体引起电子传递链受扰 ，产生大量

ROS［33］。当细胞受到 ROS 攻击时，内质网膜受损，

引起过量未折叠和（或）错误折叠的蛋白在内质网

内聚集，损伤内质网的正常生理功能，从而引发内

质网应激（ERS）［34］。机体为了纠正 ERS，未折叠和

（或）错误折叠的蛋白和 GRP78 结合，激发未折叠蛋

白反应（UPR），促进蛋白正确折叠，重建内质网稳

态［35］。因此，GRP78 为 ERS 发生的标志蛋白。当机

体的自身调节能力不足以抵抗 ERS 时，则会引发

CHOP 表达的增加导致促凋亡途径的激活，从而诱

发细胞凋亡［36］。研究结果表明，楮实子可通过降低

GRP78 和 CHOP mRNA 表达，缓解 ERS 及细胞凋亡

的发生。

综上所述，楮实子抗 APAP 肝损伤的机制可能

是通过降低 GRP78、CHOP 和 JNK mRNA 的表达，

恢复机体的氧化还原平衡，缓解了线粒体与内质网

应激而实现的。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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