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内毒素血症肝损伤幼年大鼠肝脏 ＮＦκＢ的变化

胡泽华　王琳琳　唐清　单庆文　连淑君　陈萍　陈秀奇

（广西医科大学第一临床医学院儿科，广西 南宁　５３００２１）

　　［摘　要］　目的　研究内毒素血症肝损伤幼年大鼠肝脏 ＮＦκＢ的变化及与 ＴＮＦα、ＩＬ６的关系。方法　１８
日龄Ｗｉｓｔａｒ大鼠４０只随机分为正常对照组和内毒素血症组，内毒素血症组根据制模后取标本时间不同分２ｈ、６ｈ、
１２ｈ、２４ｈ４个亚组（ｎ＝８）。内毒素血症组腹腔注射ＬＰＳ５ｍｇ／ｋｇ制备内毒素血症动物模型。观察各组肝细胞的
病理改变，ＥＬＩＳＡ测定肝组织匀浆ＴＮＦα、ＩＬ６含量，赖氏法测血清丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）浓度，免疫组化法检测肝组
织ＮＦκＢ活化水平。结果　光镜下内毒素血症组肝组织损伤以６ｈ最明显，损伤等级评分在各个时间点均较正常
对照组高（Ｐ＜０．０５）；内毒素血症组ＡＬＴ水平６ｈ、１２ｈ及２４ｈ均较正常对照组增高（Ｐ＜０．０５）；内毒素血症组各
个时间点肝细胞ＮＦκＢｐ６５蛋白表达的阳性细胞百分比均较正常对照组高（Ｐ＜０．０５）；肝组织ＴＮＦα、ＩＬ６检测显
示内毒素血症组６ｈ、１２ｈ高于正常对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　 内毒素血症可引起肝损伤，导致肝细胞的破坏和肝
功能的改变；ＮＦκＢ的活化参与了内毒素血症肝损伤的发生，可能是通过介导炎症因子 ＴＮＦα和 ＩＬ６的合成使肝
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ｕｎｄｅｒｔｈｅｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ａｎｄｔｈｅｄａｍａｇｅｒａｔｉｎｇｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａｇｒｏｕｐｔｈａｎ
ｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔａｌｌｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（Ｐ＜０．０５）．ＡＬＴｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ６，１２ａｎｄ２４ｈｒｓａｆｔｅｒＬＰＳｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．ＮＦκＢｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓ（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｎｕｃｌｅａｒｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ）ｉｎｔｈｅｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａｇｒｏｕｐｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔ
ｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴＮＦαａｎｄＩＬ６ｌｅｖｅｌｓｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｓｉｎｔｈｅｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ６ａｎｄ１２ｈｒｓａｆｔｅｒＬＰＳｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　
Ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａｃａｎｃａｕｓｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ，ｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎｌｉｖｅｒｃｅｌｌｄａｍａｇｅａｎｄｃｈａｎｇｅｓｉｎｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎ．ＮＦκＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉｃｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓＴＮＦαａｎｄＩＬ６ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１０，１２（１０）：８０４－８０８］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ；Ｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ；ＮｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ；Ｙｏｕｎｇｒａｔｓ

　　内毒素（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ）是革兰阴性杆菌细胞壁的成
分之一，其化学结构为脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，
ＬＰＳ）。ＬＰＳ致肝脏损伤的机制极其复杂，近年研究

发现 ＬＰＳ可引起肝脏库普枯否（Ｋｕｐｆｆｅｒｃｅｌｌ，ＫＣ）
细胞高度活化，使其产生、释放大量的活性介质，如

肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和白细胞介素６（ＩＬ６）

·４０８·
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等，诱发或加重肝损伤［１］。而ＴＮＦα、ＩＬ６等的合成
和释放主要是通过核因子κＢ（ＮＦкＢ）调控。ＮＦ
κＢ在重症感染炎性细胞因子产生过程中处于重要
的“枢纽”位置，即多种介质激活 ＮＦκＢ，而其又促
进相关基因的表达，产生更多的细胞因子及介质，如

此形成恶性循环。ＮＦкＢ活化并启动相关靶基因转
录，产生和释放炎性介质 ＴＮＦα，ＩＬ６等，其中
ＴＮＦα是 ＬＰＳ引起肝损害最关键的促炎介质［２］，释

放的细胞因子反过来进一步激活 ＮＦкＢ信号系统，
从而形成正反馈的级联放大效应，使炎症反应加剧，

最终导致全身炎症反应综合征（ｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏ
ｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＩＲＳ）及多器官功能障碍综合
症（ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＯＤＳ）。本
研究主要探讨内毒素血症肝损伤时 ＮＦкＢ的变化
及其与炎症介质的关系。

１　材料和方法

１．１　实验动物
健康１８日龄Ｗｉｓｔａｒ大鼠４０只，由广西医科大学

实验动物研究中心提供，雌雄不分，体重３５～４５ｇ，随
机分为 ２组：正常对照组（ｎ＝８），内毒素血症组
（ＬＰＳ）。ＬＰＳ组根据注射ＬＰＳ后取标本时间分为２ｈ、
６ｈ、１２ｈ、２４ｈ共４个亚组（ｎ＝８），正常对照组注射
生理盐水后６ｈ处死取标本。
１．２　方法
１．２．１　动物模型的制备及行为学观察　　ＬＰＳ组
幼鼠腹腔注射 ＬＰＳ（ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＯ５５∶Ｂ５，Ｓｉｇｍａ
公司）５ｍｇ／ｋｇ制备内毒素血症动物模型［３］，配比浓

度为５ｍｇ／ｍＬ，用生理盐水溶解；正常对照组幼鼠腹
腔注射等容量无菌生理盐水。观察幼鼠的行为学改

变，对幼鼠活动力、呼吸、精神状态、大便性状等进行

记录。

１．２．２　病理标本的制备　　肝组织石蜡标本切片
以苏木精伊红染色法染色，显微镜下观察形态学变
化。根据 Ｃａｍａｒｇｏ等［４］评估肝组织损伤指数的方

法，将肝组织损伤分为４级。０级：很少或没有证据
表明损伤；１级：肝脏轻度损伤，胞质空泡、局灶性
核固缩；２级：中度至重度损伤，广泛的核固缩，细
胞间隙脱落，中到重度中性粒细胞浸润；３级：肝脏
重度损伤，肝索断裂、出血、重度中性粒细胞浸润。

按照肝损伤级别的不同分别赋予相应的分值（０～
３分）。
１．２．３　血清丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）活力单位　　采
用赖氏法以分光光度计分别测定各组大鼠血清的吸

光值，查标准曲线，求得相应的 ＡＬＴ活力单位。具
体步骤按照试剂盒（南京建成生物工程公司产品）

上说明书进行。

１．２．４　肝组织 ＮＦκＢｐ６５活性　　免疫组化二步
法检测肝组织ＮＦκＢｐ６５活性。肝组织石蜡标本经
切片、脱蜡、脱水、抗原修复，滴加一抗（兔抗鼠 ＮＦ
кＢｐ６５多克隆抗体，Ｎｅｏｍａｒｋｅｒｓ公司），复温后滴加
酶标二抗（ＨＲＰｐｏｌｙｍｅｒ，Ｎｅｏｍａｒｋｅｒｓ公司），孵育后
显色（ＤＡＢ显色剂，Ｎｅｏｍａｒｋｅｒｓ公司），以石蜡油封
片，病理图像分析仪（德国莱卡 ＤＭＲ＋Ｑ５５０）阅片，
以细胞核出现棕色或棕黄色染色为阳性细胞，高倍

镜下每张切片随机取５个视野计数核阳性细胞数及
总细胞数，计算核阳性细胞百分比，取平均值进行

比较。

１．２．５　肝匀浆 ＴＮＦα及 ＩＬ６含量　　夹心固相
ＥＬＩＳＡ法测定 ＴＮＦα及 ＩＬ６的含量。按说明分别
绘制标准曲线，用酶标仪测定各标本在４５０ｎｍＯＤ
值，在标准曲线上查出各标本 ＴＮＦα及 ＩＬ６的含
量。ＲａｔＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒、ＲａｔＩＬ６ＥＬＩＳＡ试剂
盒购自Ｒ＆Ｄ进口晶美公司分装。
１．３　统计学分析

所有数据均采用ＳＰＳＳ１３．０软件包进行统计学
处理。计量资料结果以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，
两均数比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　幼鼠的行为学改变
正常对照组幼鼠未出现特殊表现，活动力强，无

死亡。ＬＰＳ组幼鼠腹腔注射ＬＰＳ后 ０．５ｈ即出现活
动减少、嗜睡、倦怠、竖毛、抖动；２ｈ见呼吸急促、口
唇青紫、腹胀等，但无死亡；６ｈ腹胀加重、解稀便、
黑便、口唇紫绀、四肢凉，甚至死亡；２４ｈ幼鼠行为
学情况有所好转，成活鼠体重无明显变化；ＬＰＳ组总
死亡率为２２％（７／３２），其中６ｈ组死亡３只，１２ｈ
组２只，２４ｈ组２只。
２．２　幼鼠肝脏病理改变

ＬＰＳ组肝组织损伤较明显，２ｈ时肝细胞出现肿
胀、空泡样变性、汇管区有炎症细胞侵润，随着时间

的延长，上述损害逐渐加重，１２ｈ时除上述损害外
还可见中央静脉内有血栓形成，２４ｈ时可见点片
状、大片状坏死，甚至见有肝窦结构被破坏，多为２、
３级，以６ｈ最明显，损伤等级评分与正常对照组比
较差异有统计学意义，Ｐ＜０．０５（表１）。
·５０８·
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　　图１　Ａ：正常对照组，肝细胞完整，结构清晰，未见变性和坏死，肝窦结构完整；Ｂ：ＬＰＳ组２ｈ，肝细胞肿胀，汇管区炎症
细胞浸润；Ｃ：ＬＰＳ组６ｈ，中央静脉血栓形成，肝组织出血明显，大量炎症细胞浸润，有肝细胞坏死；Ｄ：ＬＰＳ组１２ｈ，肝组织出

血，肝细胞内可见脂肪空泡变；Ｅ：ＬＰＳ组２４ｈ，肝窦结构不完整，肝组织出血。

２．３　ＡＬＴ水平
ＬＰＳ组ＡＬＴ水平在２ｈ与正常对照组比较差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５），６ｈ、１２ｈ、２４ｈ均高于正
常对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　各组幼年大鼠肝组织损伤的比较　（ｎ＝８，ｘ±ｓ）

组别
肝损伤等级评分

２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）

２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

正常对照组 ０．１３±０．３５ １５．８±２．６
ＬＰＳ组 １．３８±０．５２ａ ２．６３±０．５２ａ １．８８±０．６４ａ １．５０±０．５４ａ ３４．５±２３．７ ５２．７±２６．２ａ ７５．９±２８．５ａ ４９．３±２３．９ａ

　　ａ：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　肝细胞ＮＦκＢｐ６５的表达
正常对照组肝细胞较少表达 ＮＦκＢｐ６５蛋白，

ＬＰＳ组可见大量的阳性染色，以核染色为主，ＬＰＳ组
各时间点阳性细胞百分比与正常对照组比较，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　肝细胞ＮＦκＢｐ６５的表达　（ｎ＝８，ｘ±ｓ，％）

组别 ２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

正常对照组 ２．５±０．５

ＬＰＳ组 ２６．７±２．３ａ １９．９±３．８ａ １２．８±６．７ａ １５．１±６．０ａ

　　ａ：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．５　肝组织ＴＮＦα及ＩＬ６水平变化
ＬＰＳ组２ｈ肝组织 ＴＮＦα的水平与正常对照

组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），６ｈ、１２ｈ、
２４ｈ的 ＴＮＦα水平明显高于正常对照组，差异有
统计学意义。见表３。

ＬＰＳ组各时点肝组织 ＩＬ６的水平明显高于正
常对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见
表３。

表３　肝匀浆ＴＮＦα及ＩＬ６浓度　（ｎ＝８，ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别
ＴＮＦα

２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

ＩＬ６

２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

正常对照组 ９２±１９ ４５５±４９
ＬＰＳ组 １３１±６９ １８８±２７ａ １１５±２６ａ １４６±４８ａ １５６９±４０４ａ １７２０±４１４ａ １６３０±５３３ａ １４７３±４１７ａ

　　ａ：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５

·６０８·
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３　讨论

烧伤、脓毒血症、感染性休克等多种危重疾病及

肝脏疾病的患者多会经历一段炎症级联反应，这种

全身炎症反应导致体内蛋白降解、代谢亢进，引起一

些重要的组织和器官（如肌肉、心脏、免疫系统、肝

脏等）的结构和功能损伤，最终形成ＳＩＲＳ及ＭＯＤＳ，
此种疾病的患者多同时有肠源性内毒素血症，而内

毒素血症是触发肝功能衰竭的重要物质基础［５］，在

体内可直接或通过激活ＫＣ释放化学介质引起肝细
胞凋亡或坏死，进一步加重肝组织损伤，继而导致肝

功能衰竭。

由于受到体内多种因素的影响，有关内毒素对

肝细胞的直接作用不易阐明。早年研究中发现内毒

素单独作用于肝细胞引起肝细胞损伤，可引起体外

肝细胞形态及功能的变化，如肝细胞中的圆形细胞

增多且粘附功能消失，同时己糖摄取减少，肝细胞

Ｈ亮氨酸整合降低［６］，细胞色素 Ｐ４５０水平降低
等［７］。内毒素引起的肝脏急性微血管反应，ＫＣ的
过度活化和吞噬功能低下，巨噬细胞表面清道夫受

体表达降低［８９］，对肝细胞酶系统的破坏［１０］，也是肝

细胞的结构和功能破坏的基础。本研究建立的幼鼠

内毒素血症模型显示，肝细胞变性以 ＬＰＳ注射后
６ｈ表现最为明显，可见点片状、大片状坏死，甚至见
肝窦结构被破坏；实验中幼鼠死亡的高峰及临床症

状最严重时间的也是在 ＬＰＳ注射后６ｈ，与肝细胞
病变最明显的时间相吻合，这也提示了肝脏是重症

感染的受累器官之一，且损伤发生较早，保护治疗应

尽早进行。

ＡＬＴ在氨基酸代谢和糖原异生中发挥着重要的
作用，催化还原转移氨基酸丙氨酸，受损的肝细胞释

放ＡＬＴ到细胞外间质，最终进入血液循环而增加血
清ＡＬＴ水平，ＡＬＴ的活化水平被视作为评估肝细胞
化学性损伤的金标准［１１１２］。本研究显示６ｈ后 ＬＰＳ
组幼鼠血清ＡＬＴ水平高于正常对照组，提示肝细胞
功能已经受到损害，出现酶学的变化，证实了内毒素

对肝细胞功能的破坏。

细胞因子广泛存在于体内，在体内起信号转导

及生物调控等作用，ＮＦκＢ就是众多细胞因子中的
一种。受ＮＦκＢ调节的炎性因子有 ＴＮＦα、黏附分
子（ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ）、白细胞介素（ＩＬ１、２、６、８）、干
扰素等［１３１４］。这些因子的基因中都有一个 ＮＦκＢ
的结合位点，它们的基因表达都有 ＮＦκＢ的参与。
ＮＦκＢ不但可以诱导炎性因子的表达，同时也可以

被炎性因子激活，使ＮＦκＢ的激活在组织细胞间得
以扩展［１５］。可见，ＮＦκＢ是多种炎症介质的上游信
号分子，可促进多种炎症介质的产生，处于炎症反应

的中心环节。如能有效地抑制严重感染时 ＮＦκＢ
的活化，对控制重症感染、ＳＩＲＳ等无疑会有积极的
作用。因此，有学者提出 ＮＦκＢ是极具潜力的新型
抗炎治疗的靶点［１６１７］。ＬＰＳ作为 ＮＦκＢ的有效刺
激物，可使 ＮＦκＢ合成分泌增加，使 ＩκＢ的降解加
速，引起ＮＦκＢＩκＢ复合体解离而使之活化，并调控
ＴＮＦα、ＩＬ６等细胞因子的活动。本研究发现 ＬＰＳ
作用下肝脏细胞中ＮＦκＢ的表达增加，同时肝组织
中ＩＬ６、ＴＮＦα的表达也增强，这与相关研究报道一
致［１８１９］。研究结果还显示，ＮＦκＢ的活化在２ｈ即
已出现并达到了高峰，较 ＩＬ６、ＴＮＦα早，说明 ＬＰＳ
诱导的内毒素血症肝损伤过程中肝组织 ＮＦκＢ活
化增加，ＩＬ６、ＴＮＦα的表达增强，ＮＦκＢ的活化与
ＩＬ６、ＴＮＦα的表达有着密切的关系，ＮＦκＢ作为炎
症介质的上游信号分子，参与了内毒素血症时肝细

胞的损伤过程，对 ＩＬ６、ＴＮＦα的表达起着调控作
用，可能是炎症反应的始动点之一。６ｈ后各组肝
细胞结构、功能损伤和炎症反应均有所好转，提示

６ｈ为内毒素肝损伤的高峰时点，考虑可能是由于
ＮＦκＢ活化介导ＩＬ６、ＴＮＦα的增强后，负反馈效应
减弱了 ＮＦκＢ的调控作用［１５］。同时机体抗炎症因

子（如ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ１０和ＩＮＦγ）的激活，修复促炎／
抗炎系统的平衡［２０］和肝细胞再生在此也发挥其作

用，因此，对于脓毒血症、感染性休克等重症感染应

及早治疗，对炎症级联反应的阻断至关重要。
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《实用新生儿治疗技术》出版

由周伟、何振娟、赖剑蒲主编，人民军医出版社出版的《实用新生儿治疗技术》已于２０１０年７月出版并在国内公开

发行。本书比较系统、全面地介绍了新生儿医学中各种常用治疗技术和最新治疗技术的临床应用及进展，内容包括：

新生儿复苏、氧气疗法、无创通气、常频机械通气、高频震荡通气、液体通气、体外膜氧合、新生儿液体疗法、早产儿喂

养、新生儿胃肠道外营养、一氧化氮吸入疗法、高压氧治疗、光照疗法、换血疗法、新生儿血液净化、输血疗法、新生儿缺

氧缺血性脑病的亚低温疗法、脑损伤的神经干细胞移植治疗、危重新生儿转运、新生儿抚触、新生儿游泳、特殊药物治

疗（肺表面活性物质疗法、微生态疗法、免疫球蛋白疗法、糖皮质激素的应用、抗菌药物的应用、镇静镇痛技术的应用）。

主要介绍各种技术的原理（机制）、适应证、操作方法、临床应用、监护管理、存在的问题、研究进展和方向等。参加编著

本书的作者都是高等医学院校附属医院、三级甲等医院的新生儿专业专家、教授，或具有硕士、博士学位而又工作在临

床一线的骨干医生。全书６４０千字，硬面精装，图片清晰。是儿科和新生儿科医生临床工作的高级参考书，也适合高

等医学院校研究生阅读，欢迎广大读者选购。各地新华书店有售，定价９８元。也可直接与人民军医出版社联系，邮购

电话：（０１０）５１９２７２５２。

·８０８·




