
细胞趋于凋亡 [ 7, 8 ]。

　　本实验研究结果显示 : ①青年大鼠有较多的各级生长卵

泡、成熟卵泡及黄体 ,闭锁卵泡很少。模型组大鼠生长卵泡较

少 ,但闭锁卵泡较多。②原位末端核苷酸标记法检测 ,在闭锁的

卵泡中颗粒细胞呈强阳性表达 ,说明卵泡闭锁与颗粒细胞凋亡

有关 ,与文献报导一致。模型组大鼠均有不同程度的卵泡颗粒

细胞凋亡阳性表达。宁心红杞胶囊高、中剂量组卵巢细胞凋亡

阳性表达低于模型组。④结合前期实验结果 ,宁心红杞胶囊可

提高血清 E2水平 ,降低 FSH、LH水平 ,正向调节 ER,从而改善

围绝经雌性大鼠卵泡生长的激素内环境。同时使卵巢 inhibinα

和 IGF - 1表达上调 ,而 Activinβ2α、Follistatin表达下调 ,使卵巢

局部自分泌、旁分泌系统调节因子相互协调平衡。说明宁心红

杞胶囊从调节卵泡凋亡的有关激素及卵巢局部非甾体物质等

多方面、多环节预防和延缓卵泡颗粒细胞凋亡而达到延缓卵泡

闭锁 ,使卵泡向发育成熟方面发展以获取更多卵泡 ,达到颗粒

细胞分泌雌激素增多的目的。

　　宁心红杞胶囊对卵泡颗粒细胞凋亡相关基因 Bcl22、Bax蛋

白表达的影响 :①在闭锁卵泡颗粒细胞中未见 Bcl22蛋白表达 ,

而 Bax蛋白表达呈强阳性 ,正常对照组大鼠卵泡颗粒细胞和粒

层卵泡膜带可见 Bcl22蛋白呈不同程度的阳性表达 ,及少量 Bax

蛋白表达 ,说明未闭锁卵泡内的颗粒细胞也有 Bcl22、Bax蛋白

表达 ,并以 Bcl22蛋白表达更明显。②在模型组大鼠中只有少
量卵泡颗粒细胞和滤泡间粒层卵泡膜 Bcl22蛋白呈弱阳性表
达 ,却均有 Bax蛋白表达 ,二者与正常对照组比较均有显著性差

异 ,说明围绝经期大鼠卵泡颗粒细胞凋亡的发生与 Bcl22和 Bax

蛋白表达密切相关 ,同时表明 Bcl22为细胞凋亡的抑制基因 ,而

Bax为细胞凋亡的诱发基因。③研究结果还表明 ,宁心红杞胶

囊高、中剂量组的 Bax和 Bcl22蛋白阳性表达结果与模型组比
较有显著性差异 ,说明宁心红杞胶囊能明显缓解卵巢细胞的凋

亡 ,上调 bcl22蛋白表达 ,下调 bax蛋白表达 ,从而使 bcl22 /bax

比例增高 ,使卵泡向发育成熟方面发展 ,起到调控卵巢细胞凋

亡的作用。
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奇士乐对免疫性肝损伤小鼠的影响
3

姜　辉 1, 2 ,吴芙蓉 1 , 夏伦祝 2 ,陈纪军 3 ,李　俊 1

(1安徽医科大学药学院 ,合肥　230032;
2安徽中医学院第一附属医院 ,合肥　230031;

3中国科学院昆明植物研究所 ,昆明　650204)

　　摘　要　目的 :研究奇士乐对卡介苗联合脂多糖所致免疫性肝损伤小鼠的影响。方法 :采用 BCG 2. 5mg静脉注射致敏小鼠 ,

d10给予 LPS 7. 5μg静脉攻击 ,复制小鼠免疫性肝损伤模型 ,连续给药 10天。分光光度法测定血清 NO,肝匀浆中 MDA、SOD、iNOS

含量 ;免疫组化技术观察肝脏 NF2κBp65表达情况。结果 : QSL能降低免疫性肝损伤小鼠血清中 NO和肝匀浆中 MDA、iNOS水平 ,升

高其低下的 SOD水平 ;同时降低 NF2κBp65在肝脏中的表达。结论 : QSL对免疫性肝损伤小鼠具有保护作用 ,其机制可能与减少自

由基的产生 ,抑制脂质过氧化 ,调节 NF2κB通路 ,减少炎症介质的释放有关。

　　关键词　奇士乐 ;免疫性肝损伤 ;脂质过氧化 ;核因子 2κB

　　奇士乐主要含有人参、黄芪等 6味药物 ,其有效成分可通过

抑制人免疫缺陷病毒 ( human immunodeficiency virus, H IV ) 、促

进 T淋巴细胞转化、增加特异性细胞免疫功能等多种环节、多

条途径对艾滋病患者发挥作用 [ 1 ] ,拟将其作为治疗艾滋病的药

物进行开发。前期研究表明 [ 2 ] , QSL具有明显的抗炎免疫和抗

氧化作用 ,对炎症免疫性疾病具有一定治疗作用。本实验在前

期工作的基础上采用卡介苗联合脂多糖制备小鼠免疫性肝损

伤模型 ,观察奇士乐对免疫性肝损伤小鼠的影响。

1　材料与方法
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1. 1　药物　奇士乐 ( qishile, QSL) ,中国科学院昆明植物研究

所提供 ,呈淡黄色粉末状 ,以 0. 5% CMC2Na配成混悬液 ,临用前

超声助悬。联苯双酯 ( biphenyldicarboxylate, BP) ,北京协和药

厂 ,批号 , 20051024。

1. 2　动物　昆明种小鼠 ,体重 20 ±2g,♂,由安徽医科大学实

验动物中心提供 ,皖动准字号 02号。动物饲养于无毒塑料盒

中 ,每盒 5只 ,每天更换垫料 1次 ,自由摄食和饮水 ,保持室内温

度 18～22℃,相对湿度 40～60% ,自然光照。

1. 3　试剂　医用卡介苗 (BCG) ,卫生部上海生物制品研究所

产品。脂多糖 (LPS) ,美国 Sigma公司产品。NO、iNOS、SOD、

MDA试剂盒 ,南京建成生物工程研究所产品。兔抗鼠 NF2κB单
克隆抗体、DAB显色试剂 ,武汉博士德生物工程有限公司产品。

1. 4　方法 　小鼠随机分为正常组、模型组、QSL ( 450、900、

1800 mg/kg)、联苯双酯 150mg/kg,每组 15只 ,造模第一天除正

常组外 ,其余各组小鼠 iv BCG 2. 5mg/0. 2m l (约含 5 ×107个活

菌数 ) , ig给予相应药物 ,正常组和模型组给予等量溶媒 ,连续

10天。第 10天再次 iv LPS 7. 5μg/0. 2m l,注射后禁食 16h,自小

鼠后眼眶静脉丛采血 ,颈椎脱臼处死小鼠 ,取相应部位肝脏 ,放

入冰箱备用。

1. 5. 1 　血清 NO含量测定　常规分离血清 ,测定 NO含量 ,具

体操作按说明书进行。

1. 5. 2 　肝组织 MDA、SOD、iNOS含量测定 　在肝脏同一部位

准确称取 0. 3g,用冰生理盐水制成 10%的肝匀浆 ,按说明书进

行 MDA、SOD、iNOS含量测定。

1. 5. 3 　免疫组化测定肝脏 NF2κB p65的表达　采用柠檬酸钠

缓冲液热抗原修复 , S2P法免疫组织化学染色 ,用 DAB /H2O2显

色 ,苏木精复染。具体操作按试剂盒说明书 ,加 NF2κB一抗 ,用

已知阳性切片作为阳性对照 ,用 PBS代替一抗作为阴性对照。

2　结果

2. 1　 QSL对 BCG2LPS致免疫性肝损伤小鼠血清 NO生成的影

响　与正常组相比 ,模型组小鼠血清 NO水平明显升高 ;与模型

组相比 , QSL各剂量组均能降低小鼠血清过高的 NO水平 ,结果

见表 1。

2. 2　QSL对 BCG2LPS致免疫性肝损伤小鼠肝匀浆中 NOS、iN2
OS的影响　与正常组比较 ,模型组小鼠肝匀浆中 NOS、iNO s生

成量显著升高 ; QSL各剂量组均能降低免疫性肝损伤小鼠升高

的 NOS、iNO s水平 ,结果见表 2。

表 1　QSL对免疫性肝损伤小鼠血清 NO生成的影响 ( �x ±s, n = 10)

Group Dose (mg/ kg) NO (μmol/L)

Normal 24. 19 ±6. 353 3

Model 77. 29 ±20. 63

QSL 450 60. 13 ±15. 333

QSL 900 57. 47 ±17. 313

QSL 1800 55. 61 ±18. 863

BP 150 55. 76 ±15. 133

　　3 P < 0. 05 , 3 3 P < 0. 01 vsModel group (下同 )

　　表 2　奇士乐对免疫性肝损伤小鼠肝匀浆 NOS、iNO s生成的影响 ( �x
±s, n = 10)

Group Dose (mg/kg) NOS (U /m l) iNO s (mmol/L)

Normal 0. 86 ±0. 333 3 0. 35 ±0. 073 3

Model 1. 73 ±0. 28 0. 74 ±0. 10

QSL 450 1. 469 ±0. 333 0. 65 ±0. 10

QSL 900 1. 44 ±0. 323 0. 62 ±0. 12

QSL 1800 1. 37 ±0. 403 0. 60 ±0. 193

BP 150 1. 25 ±0. 163 3 0. 56 ±0. 103 3

2. 3　 QSL对 BCG2LPS致免疫性肝损伤小鼠肝匀浆中 MDA、

SOD生成的影响　与正常组比较 ,模型组小鼠肝匀浆 MDA水

平显著升高 ,同时 SOD水平降低 ; QSL中剂量和高剂量组能显

著降低免疫性肝损伤小鼠升高的 MDA水平 ,同时升高其低下

的 SOD水平 ,结果见表 3。
　　表 3　奇士乐对免疫性肝损伤小鼠肝匀浆 SOD、MDA生成的影响

( �x±s, n = 10)

Group Dose (mg/kg) SOD (U /mgp rot) MDA ( nmol/mgp rot)

Normal 140. 01 ±18. 473 3 8. 66 ±1. 783 3

Model 97. 93 ±15. 54 15. 25 ±2. 53

QSL 450 103. 15 ±20. 55 13. 53 ±1. 78

QSL 900 112. 05 ±13. 103 12. 38 ±2. 273

QSL 1800 113. 48 ±13. 413 11. 62 ±1. 603 3

BP 150 117. 57 ±10. 853 3 10. 90 ±2. 413 3

2. 4　 QSL对 BCG2 LPS致免疫性肝损伤小鼠肝组织中 NF2
κBp65表达的影响　正常对照组肝组织中 NF2κBp65轻度表达 ;

模型组中动物肝脏 NF2κBp65呈强表达 ,主要表达在肝细胞的

胞核中 ,呈棕黄色 ,胞浆中亦有表达 ;与模型组比较 , QSL组表达

减弱 ,阳性面积减少 ,提示 QSL可抑制免疫性肝损伤小鼠肝脏

NF2κBp65活性 ,结果见图 1。

图 1　QSL对 BCG2LPS致免疫性肝损伤小鼠肝组织中 NF2κBp65表达的影响 ( ×100)
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3　讨论

　　本实验采用 BCG + LPS诱导的免疫性肝损伤 ,较以往用化

学物质造成的肝损伤模型在病理生理机制上更接近人体肝炎 ,

是研究肝炎发病与治疗较理想的模型之一 [ 3 ]。

　　肝脏是体内转化和排泄外源性氧化物的场所 ,可产生多种

自由基 ,其中有毒自由基可引起组织过氧化损伤 [ 4～6 ]。在病理

情况下 ,氧自由基 (OFR )产生与清除失去平衡 ,体内 OFR产生

过多或清除不足 ,过度激活的 OFR可引起肝细胞膜、线粒体膜

及溶酶体膜发生的脂质过氧化 ,产生脂质过氧化物 (LPO )及其

降解产物 (如 MDA等 ) ,进一步加重生物膜的损伤 ,最终引起肝

细胞的结构和功能障碍。SOD是体内重要的抗氧化酶 ,当体内

自由基生成增多时 ,它与超氧阴离子反应生成过氧化氢 ,再由过

氧化氢酶和谷胱甘肽过氧化酶转变为水 ,从而使自由基清除 ,保

护细胞免受损伤。本实验发现 ,与正常组比较 ,模型组小鼠肝匀

浆 MDA、NOS、iNOS和血清 NO水平显著升高 , SOD水平降低 ;

QSL各治疗组均能降低免疫性肝损伤小鼠升高的 MDA、NO、

NOS、iNOS水平 ,升高其低下的 SOD水平。提示 QSL可作为外

源性抗氧化剂对机体内的抗氧化物质起到保护作用 ,减少机体

过氧化损伤程度。

　　NF2κBp65可诱导与免疫和炎症有关的多种基因的转录 ,这

些基因编码的蛋白包括有 TNF2α、IL21、IL22、IL24、IL26、IL28等
细胞因子以及单核细胞趋化蛋白 21, 细胞间黏附分子 21, iNOS

等 ,而它们正是介导肝损伤的重要因子 [ 7 ]。因此 , NF2κB可能是
免疫性肝损伤发病过程中的关键环节。进一步研究发现 ,模型

组中动物肝脏 NF2κBp65呈强表达 ,主要表达在坏死区周围的

肝细胞的胞核中 ,呈棕黄色 ,胞浆中亦有表达 ,奇士乐各治疗组

均能使肝脏 NF2κBp65表达减弱 ,提示奇士乐可通过抑制免疫

性肝损伤小鼠体内 NF2κBp65活性 ,来调节与免疫和炎症有关

的多种基因的转录 ,减少介导肝损伤的重要因子如 TNF2α、NO

的水平 ,从而对免疫性肝损伤小鼠起到保护作用。

　　综上所述 , QSL对免疫性肝损伤小鼠具有保护作用 ,其机制

可能与减少自由基的产生 ,抑制脂质过氧化 ,调节 NF2κB通路 ,

减少炎症介质的释放有关。
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Effects of Q ish ile on imm unolog ica l liver in jury in m ice

J iang Hui1, 2 , W u Furong1 , Xia Lunzhu2 , et al

(1 School of pharmacy, AnhuiMedical University, Hefei　230032;
2 The First Affiliated Hosp ital of Anhui College of Traditional Chinese Medicine, Hefei　230031)

　　O bjective: To study effects of QSL on immunological liver injury in m ice. M ethods: The model of mouse immunological liver injury was

induced by injection of BCG and lipopolysaccharide (LPS) from tail vein. The nitric oxide (NO) level in serum and alondiadehyde (MDA)

content , superoxide dismutase ( SOD) activities in liver homogenate were assayed by spectrophotometry. NF2κBp65 in hepatic tissues was

determ ined by the method of immunohistochem istry. Results: Immunological liver injury was successfully induced by BCG +LPS. QSL could

decrease NO level in serum and MDA, iNOS, NOS contents and p revented the reduction of SOD activity in liver homogenate. Meanwhile,

QSL were found to inhibit the exp ression of NF2κBp65 in liver tissue. Conclusion: The results showed that QSL have significant p rotective

action on m ice immunological liver injury. Itsmechanism m ight be related to dep leting oxygen free radical, supp ressing cell lip id peroxidation

and accommodating the path of NF2κB , dim inishing mediators of inflammation.

Key word　Q ishile; immunological liver injury; lip id peroxidation; nuclear factor kappa B
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