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Abstract
AIM: To observe the levels of TNF-α, Caspase-3 
and TGF-β1 mRNA on the acute hepatic failure 
induced by D-GalN and LPS, and to observe 
efficacy of rosiglitazone intervention.

METHODS: Male mice were divided into three 
groups randomly: the normal group, the control 
group and the intervention group. The control 
group and the intervention group were injected 
with D-GalN/LPS, while the normal group was 
injected with saline; the intervention group was 
lavaged by rosiglitazone at 2 h before the D-GalN/
LPS injection, while the control group and the nor-
mal group were lavaged with saline. Serum levels 
of ALT, AST, the histopathological changes of liver 
and the levels of TNF-α, Caspase-3 and TGF-β1 
mRNA of the liver were observed.

RESULTS: We succeeded in establishing the 

acute hepatic failure model by intraperitoneal 
injection of D-GalN combined with LPS. The lev-
els of TNF-α, TGF-β1 and Caspase-3 mRNA of 
the liver in the control group were significantly 
higher than the normal group (P < 0.001). The 
serum levels of ALT, AST in the intervention 
group were significantly lower than the control 
group (403.6 ± 76.1 U/L vs 3664.8 ± 646.1 U/L, 
464.6 ± 63.0 U/L vs 3514.0 ± 468.9 U/L, both P < 
0.001). The degree of liver injury in the interven-
tion group was significantly reduced than the 
control group. The levels of TNF-α, Caspase-3 
and TGF-β1 mRNA in the hepatic tissue of the 
intervention group were significantly lower than 
the control group (0.270 ± 0.042 vs 0.459 ± 0.072, 
0.388 ± 0.033 vs 0.553 ± 0.033, 0.261 ± 0.031 vs 0.403 
± 0.042, all P < 0.001).

CONCLUSION: Rosiglitazone plays an effec-
tively protective role in the acute hepatic failure 
of mice, possibly through down-regulation of 
the expression of TNF-α, TGF-β1 and Caspase-3.
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摘要
目的: 观察D-氨基半乳糖(D-G a l N)联合脂
多糖(LPS)诱导的小鼠急性肝衰竭TNF-α、
Caspase-3、TGF-β1 mRNA的表达, 并探讨罗
格列酮的干预作用. 

方法: ♂昆明小鼠随机分为3组: 正常组、对
照组、干预组. 对照组和干预组以D-GalN/
LPS腹腔注射构建小鼠急性肝衰竭模型, 正常
组则相应予以生理盐水腹腔注射; 干预组于
造模前2 h予以罗格列酮灌胃, 正常组和对照
组则相应予以生理盐水灌胃. 比较各组小鼠血
清丙氨酸氨基转移酶(ALT)和天门冬氨酸氨
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■背景资料
急性肝衰竭与肝
脏的炎症、坏死
及肝细胞的凋亡
有着密切关系. 近
来研究发现肝组
织也有PPAR-γ表
达 ,  而 罗 格 列 酮
作为PPAR-γ的合
成型配体, 具有抗
炎、抗氧化和抗
凋亡等作用, 且在
抗肝纤维化、非
酒精性脂肪肝治
疗上取得较好疗
效, 是否也可用于
治疗急性肝衰竭, 
国内外尚未见相
关报道.

■同行评议者
秦成勇, 教授, 山
东省立医院消化
内科; 刘正稳, 教
授, 西安交通大学
医学院第一附属
医院



基转移酶(AST)水平, 肝组织病变程度及肝组
织TNF-α、Caspase-3, TGF-β1 mRNA的表达
水平. 

结果: D-GalN联合LPS腹腔注射成功构建了小
鼠急性肝衰竭模型, 对照组肝组织中TNF-α、
Caspase-3、TGF-β1 mRNA的表达较正常组
明显增高(P <0.001); 干预组小鼠血清A LT, 
AST水平明显低于对照组(403.6±76.1 U/L vs  
3664.8±646.1 U/L, 464.6±63.0 U/L vs  3514.0
±468.9 U/L, 均P <0.001), 肝组织中TNF-α、
Caspase-3、TGF-β1 mRNA表达水平明显低于
对照组(0.270±0.042 vs  0.459±0.072, 0.388±
0.033 vs  0.553±0.033, 0.261±0.031 vs  0.403
±0.042, 均P <0.001); 与对照组比较, 干预组肝
组织炎性细胞浸润明显减少, 肝细胞以变性为
主, 未见明显坏死.

结 论 :  罗 格 列 酮 可 能 通 过 下 调 T N F -α、

Caspase-3、TGF-β1的表达对D-GalN/LPS小
鼠急性肝衰竭起保护作用.

关键词: 急性肝衰竭; 罗格列酮; 肿瘤坏死因子-α; 

天冬氨酸特异半胱氨酸蛋白酶-3; 转化生长因子
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0  引言

急性肝衰竭(acute hepatic failure, AHF)是由多种

因素引起的肝细胞严重损害, 导致肝脏合成、

代谢、转运和排泄等功能发生严重障碍, 继而

出现以严重消化系症状、极度乏力、深度黄

疸、凝血功能障碍、肝性脑病和腹水等为主要

表现的临床综合征, 最终可出现多器官功能衰

竭和死亡. AHF来势凶猛, 发展迅速, 预后差, 是
严重危害人类健康的一种疾病, 其发病机制复

杂, 至今尚未完全阐明. 本研究拟通过D-氨基

半乳糖(D-GalN)联合脂多糖(lipopolysaccharide, 
LPS)腹腔注射构建小鼠AHF模型, 以罗格列酮

干预, 观察血清转氨酶、肝组织病理学以及肝

组织中TNF-α、Caspase-3和TGF-β1 mRNA的表

达水平, 探讨AHF的可能发病机制及罗格列酮

对AHF的干预作用及可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 LPS购自美国Sigma公司, D-GalN购自
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重庆医科大学生物医学工程研究室, 罗格列酮

片购自葛兰素-史克制药公司, 逆转录试剂盒购

自美国Ferments公司, 总RNA分离试剂盒购自

美国MRC公司. TNF-α引物上游为5'-GGTGCCT
ATGTCTCAGCCTCTT-3', 下游为5'-GCTCCTC
CACTTGGTGGTTT-3', 扩增片段长度为225 bp; 
Caspase-3引物上游为5'-GGAGAAATTCAAAG
GACGG-3', 下游为5'-AACAAAACAGAAACAC
GCCC-3', 扩增片段长度为271 bp; TGF-β1引物

上游为5'-GGACCGCAACAACGCCATCTA-3', 
下游为5'-AAAGCCCTGTATTCCGTCTCCT-3', 
扩增片段长度为310 bp; GAPDH引物上游为: 
5'-ACCACAGTCCATGACATCAC-3', 下游为

5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3', 扩增片段

长度为452 bp. 各引物均由上海生工生物工程公

司合成.
1.2 方法 
1.2.1 分组与药物干预: 据预实验结果以D-GalN 
600 mg/kg联合LPS 10 μg/kg腹腔注射构建小鼠

AHF模型, 以罗格列酮20 mg/kg为干预剂量. ♂
昆明小鼠60只, 随机分为正常组、对照组、干

预组, 每组20只. 对照组和干预组均给予D-GalN 
600 mg/kg联合LPS 10 μg/kg ip构建AHF模型, 干
预组于造模前2 h以罗格列酮20 mg/kg ig, 对照

组则以生理盐水ig; 正常组均在各相应时间点以

生理盐水ig、ip. 造模后6 h, 各组随机选择5只小

鼠去眼球采血检测血清转氨酶, 再随机选择5只
小鼠断颈处死, 取肝组织提取总RNA行RT-PCR
及HE染色. 
1.2.2 RT-PCR检测肝组织中TNF-α、Caspase-3 
和TGF-β1 mRNA的表达: 将肝组织匀浆后, 按
TRIzol说明书抽提总RNA, 取RNA于42℃逆转

录, 将逆转录产物用于PCR扩增. 反应条件: 94℃ 
5 min, (94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 60 s)30个循环, 
72℃ 10 min. 取PCR反应产物5 μL进行20 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 鉴定产物, 应用上海天能科技有

限公司凝胶成像分析系统进行半定量分析. 以
GAPDH与各目的片段的吸光度比值确定其表达

水平.
统计学处理 计数资料采用mean±SD表示, 

各组间比较采用方差分析. 采用SPSS13.0统计软

件包进行统计学处理, P<0.05认为差异有显著性.

2  结果

2.1 血清ALT和AST水平 对照组ALT和AST水
平均显著高于正常组(P <0.05), 而干预组ALT和
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■研发前沿
AHF来势凶猛, 发
展迅速 ,  预后差 , 
是严重危害人类
健康的一种疾病. 
长久以来, 人们一
直致力于寻找一
种能够用于研究
AHF致病机制和
检验疗效的理想
动物模型.
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AST水平较对照组显著降低(P <0.05, 表1).
2.2 肝组织HE染色 正常组: 肝小叶结构清晰, 肝
细胞未见炎性病变及坏死, 汇管区无炎性细胞

浸润. 对照组: 肝组织失去正常肝小叶结构, 肝
索解离, 大面积肝组织溶解, 肝细胞弥漫性坏死, 
见大量嗜酸性坏死, 嗜酸性小体形成和炎性细

胞浸润, 肝窦内可见红细胞淤积. 干预组: 肝组

织结构正常, 以广泛肝细胞变性为主, 坏死较少, 
炎性细胞浸润明显减少, 偶见双核及嗜酸样病

变, 肝细胞损伤程度较对照组明显减轻(图1).
2.3 肝组织TNF-α、Caspase-3和TGF-β1 mRNA
的表达水平 正常组肝组织中TNF-α、Caspase-3
和TGF-β1 mRNA的表达比较低, 对照组的表达

水平显著升高(P <0.05), 而予以罗格列酮干预后, 
干预组TNF-α、Caspase-3和TGF-β1 mRNA的表

达水平显著低于对照组(P <0.05, 图2, 表2).

3  讨论

AHF来势凶猛, 发展迅速, 预后差, 是严重危害

人类健康的一种疾病. 长久以来, 人们一直致力

于寻找一种能够用于研究AHF致病机制和检验

疗效的理想动物模型. D-GalN是一种氨基糖选

择性肝毒性药物, 在肝脏通过半乳糖途径代谢, 
消耗该途径的中间产物二磷酸尿嘧啶核苷, 进
而抑制尿嘧啶核苷的代谢, 导致RNA核蛋白质

合成受阻, 引起肝细胞损伤, 继之是胞外的Ca2+

流人胞内, 加重肝损害[1]. LPS是G-菌外膜层的

主要成分, G-菌所致的机体损伤主要是由LPS介
导. Uesugi et al [2]研究表明LPS不仅可以加重肝

硬化、酒精性肝损害, LPS本身也能导致肝损

伤. 另外, D-GalN促使肥大细胞脱颗粒释放组胺, 
造成结肠水肿, 使肠源性内毒素吸收增加, 增强

对LPS的敏感性及肝脏损伤特异性[3], 而这种特

性与AHF时肝脏损伤的机制相似. 综合相关文

献, 多数学者认为D-GalN联合LPS腹腔注射诱导

的AHF模型是AHF的良好模型, 可用于对AHF
的机制研究、治疗药物评价筛选. 本实验采用

D-GalN 600 mg/kg联合LPS 10 μg/kg腹腔注射

构建的AHF模型, 符合国际上通用的急性肝衰

动物模型的标准[4], 经生化检测小鼠血清转氨酶

ALT和AST水平显著增高; HE染色见大面积肝

组织溶解, 肝细胞弥漫性坏死, 以上与AHF特征

相符, 为后续研究的开展奠定良好基础. 
TNF-α是一种主要由单核巨噬细胞产生的

具有广谱生理和病理效应的细胞因子. TNF-α一
方面参与机体的免疫防御机能, 选择性杀伤肿

瘤细胞, 另一方面介导休克、炎症反应、组织

损伤等病理生理反应[5]. 既往研究表明, TNF-α
对肝细胞有直接损伤作用, 其通过与肝细胞膜

上的TNF受体结合而导致一系列信号传导途径

最终激活细胞内多种非溶酶体性脱氧核糖核酸

内切酶, 将肝细胞双链基因组DNA切割成寡脱

氧核苷酸片段, 从而引起肝细胞的死亡. TNF-α
除有直接的肝细胞毒性外, 还可激活肝内皮细

胞和肝细胞转录因子, 使炎性基因表达, 诱发炎

表  1  各组小鼠血清ALT和AST水平 (U/L, mean±SD)

     
分组		      ALT		            AST

正常组	              47.4±6.3b	                    62.8±5.7b

干预组	            403.6±76.1b	                 464.6±63.0b

对照组	          3664.8±646.1               3514.0±468.9

bP<0.01 vs  对照组.

B

C

A

图  1  小鼠肝组织病理变化(HE×100). A: 正常组; B: 干预组; 

C: 对照组.

■相关报道
研 究 表 明 罗 格
列 酮 通 过 活 化
PPAR-γ ,  可在基
因和蛋白水平抑
制单核细胞趋化
蛋白的表达, 抑制
肝脏炎症介质的
释放; 可抑制核转
录因子、活化蛋
白-1的活性, 从而
在转录水平抑制
多种促炎介质的
基因表达; 可通过
抑制α-平滑肌肌
动蛋白及Ⅰ型胶
原的表达, 达到延
缓或逆转肝纤维
化的作用; 对非酒
精性肝病患者, 罗
格列酮能明显减
轻坏死炎症, 改善
肝细胞气球样变
性、窦周隙区纤
维化、转氨酶和
胰岛素抵抗.



www.wjgnet.com

1188                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志      2009年4月28日      第17卷     第12期

性细胞对肝细胞的损伤, 引起肝细胞坏死; 上调

中性粒细胞表面黏附因子CD11b/CD18的表达, 
使中性粒细胞或Kupffer细胞释放炎性介质, 引
起白细胞在炎症部位聚集并引起组织的免疫损

伤. 而Nguyen et al [6]研究表明TNF-α与肝细胞凋

亡也有着非常密切的联系, 且TNF-α诱导肝细胞

异常凋亡在AHF过程中起着重要作用. 有学者

认为TNF-α是AHF动物模型中诱发肝细胞凋亡

关键的细胞因子之一. TNF-α与肝细胞膜上其受

体TNF-R1结合而诱发肝细胞凋亡是内毒素性肝

衰竭模型的重要病理机制[7], 预先使用抗TNF-α 
IgG可完全阻断LPS诱导的小鼠肝细胞凋亡和坏

死. 我们的研究发现正常组小鼠肝组织仅有少

量TNF-α mRNA的表达, 对照组TNF-α mRNA的

表达较正常组显著增加, 说明TNF-α与肝细胞炎

症坏死有着非常密切的关系, D-GalN/LPS可能

通过上调TNF-α的表达而导致肝细胞炎症坏死

乃至AHF. 
大量的实验已证实在AHF中, 除了炎症坏

死这一死亡形式外, 也存在着细胞凋亡. 目前认

为凋亡是蛋白酶级联切割的过程, 不同的蛋白

酶在不同的阶段发挥功能, 但总的来说, 在蛋白

酶级联切割过程中, Caspase-3处于核心位置, 其
受上游蛋白酶的切割活化, 活化的Caspase-3又
切割活化下游的底物, 在细胞凋亡过程中起着

关键作用[8], 其过量表达可诱发细胞凋亡, 在凋

亡的执行阶段负责对全部或部分关键性蛋白的

酶切从而引起凋亡的激活或灭活, 因此许多学

者将活化的Caspase-3的出现作为细胞凋亡的

标志[9-10]. Jaeschke et al [11]研究证实TNF-α能激

活Caspase-3蛋白酶活性并能诱发肝细胞凋亡. 
Künstle et al [12]的研究也证实广谱的Caspase抑制

剂可阻断TNF-α介导的肝细胞毒性. 同样我们

研究发现正常组小鼠肝组织仅有少量Caspase-3 
m R N A的表达 ,  对照组肝组织中C a s p a s e-3 
mRNA的表达较正常组显著增加, D-GalN/LPS
可能通过上调Caspase-3的表达而导致肝细胞异

常凋亡继而出现AHF; 而对照组肝组织中TNF-α 
mRNA的表达较正常组也显著增强, 我们推测

D-GalN/LPS可能通过上调TNF-α的表达继而上

调Caspase-3的表达导致肝细胞凋亡. 
现研究表明TGF-β1是强有力的肝增生、

再生及癌变的负性调节剂, 高水平的T G F-β1
对肝损伤再生具有较强的抑制作用, 而持续高

水平的TGF-β1与肝纤维化的发生发展过程相 
关 [13]. 目前认为T G F-β1抑制肝细胞再生和增

生的机制有两点: 一是T G F-β1可抑制肝细胞

的DNA合成, 使其停留在细胞周期的G1期, 从
而对肝细胞的生长有较明显的抑制作用; 二是

TGF-β1能导致肝细胞的凋亡, 拮抗TGF-α的促

肝细胞生长作用. 我们的研究发现, 正常组小鼠

肝组织仅有少量TGF-β1 mRNA的表达, 对照组

肝组织中TGF-β1 mRNA的表达较正常组显著增

加, 我们推测D-GaIN/LPS可能通过上调TGF-β1
的表达而抑制了肝细胞再生, 继而进一步加重

肝损伤出现AHF. 
罗格列酮属于新一代噻唑烷二酮类药, 目

前主要用于2型糖尿病的治疗. 然而近年随着研

究的深入, 人们发现罗格列酮除具有降糖作用

外还具有许多其他方面的作用, 如改善血流动

力学, 影响细胞增殖和转型、抗炎、抗氧化和

抗凋亡等, 其中的许多作用与肝脏及其相关疾

病有着密切联系. 如罗格列酮通过抑制α-平滑

肌肌动蛋白及Ⅰ型胶原的表达, 抑制肝星状细

图  2  肝组织TNF-α、Caspase-3和TGF-β1 mRNA的表达水
平. A: TNF-α; B: TGF-β1; C: Caspase-3; M: Marker.

M     正常组  干预组  对照组

400 bp

400 bp

400 bp
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表  2  各组小鼠肝组织TNF-α、Caspase-3和TGF-β1 
mRNA的表达水平 (mean±SD)

     分组	       TNF-α	                  TGF-β1	     Caspase-3

正常组	 0.086±0.016b      0.23±0.028b    0.140±0.018b

干预组	 0.270±0.042b    0.388±0.033b    0.261±0.031b

对照组	 0.459±0.072     0.553±0.033     0.403±0.042

bP<0.01 vs  对照组.

■应用要点
罗格列酮对急性
肝衰竭有保护作
用 ,  能 降 低 死 亡
率, 故将此研究进
一步完善和深入, 
有可能为急性肝
衰竭的临床研究
和药物开发提供
一个新的方向.
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胞的增殖, 降低基质金属蛋白酶组织抑制因子

表达, 进而减弱对胶原降解的抑制作用, 延缓或

逆转肝纤维化[14]. 近期研究[15]证明罗格列酮与

脂肪肝和肝脏炎症反应的发生与调控有关, 另
外, Ratziu et al予经肝活检证实有非酒精性肝病

的患者以罗格列酮治疗, 治疗结束后肝活检显

示坏死炎症改变明显减退, 肝细胞气球样变性

和窦周隙区纤维化明显改善, 转氨酶和胰岛素

抵抗也明显改善[16-17]. 本研究发现罗格列酮可

显著降低AHF血清转氨酶水平, 罗格列酮干预

组肝组织病理以肝细胞变性为主, 坏死较少, 肝
细胞损伤程度较对照组明显减轻; 此外, 我们发

现罗格列酮干预组肝组织中TNF-α、TGF-β1、
Caspase-3 mRNA的表达较对照组明显减弱, 差
异有显著性, 基于前面讨论TNF-α和Caspase-3
参与肝细胞的坏死与凋亡, TGF-β1可抑制肝细

胞的再生, 我们推测罗格列酮可能是通过下调

TNF-α、Caspase-3 mRNA的表达使肝细胞炎症

和坏死得以减轻, 凋亡减少; 此外罗格列酮也通

过下调TGF-β1 mRNA的表达而有利于肝细胞的

再生, 从而对AHF起保护作用. 至于罗格列酮如

何下调上述细胞因子, 目前机制尚不清楚, 有待

更深入的研究. 
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■同行评价
本文选题尚可, 设
计 合 理 ,  结 论 可
靠, 具有一定的学
术价值.


