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摘 要： 目的 研究阿托伐他汀肝毒性损伤作用及机制。方法 将 24只 Wistar han雄鼠分为对照组和阿托伐他汀低（68.5

mg/kg）、高剂量组（205.5 mg/kg），按照 10 mL/kg的药液体积给药，溶媒对照组 ig等体积 5% CMC-Na，连续 ig 28 d。检测

血清中天门冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、碱性磷酸酶（ALP）、尿素氮（BUN）和血肌

酐（CRE）的含量，HE染色观察肝组织病理。在体外，HepG2细胞经传代培养后，给予阿托伐他汀干预 24 h，检测细胞存

活率，丙二醛（MDA）水平、Na+-K+-ATP酶和Ca2+-Mg2+-ATP酶活性及线粒体膜电位。结果 与对照组比较，阿托伐他汀高

剂量组大鼠肝细胞弥漫性肿胀，核分裂多见，部分肝细胞极性消失，排列紊乱（P＜0.05）。与对照组比较，阿托伐他汀高

剂量组给药后血清中ALT和AST显著升高（P＜0.05、0.01）。在体外，与对照组比较，阿托伐他汀 125、250、500 μmol/L

能明显抑制细胞存活率（P＜0.05、0.001）。与对照组比较，阿托伐他汀 500 μmol/L HepG2细胞MDA含量明显升高（P＜

0.01）。与对照组比较，阿托伐他汀 125 μmol/L能使 Na+-K+-ATP酶活性增强，500 μmol/L使 Na+-K+-ATP酶活性降低（P＜

0.001）。与对照组比较，阿托伐他汀 125、250、500 μmol/L均能使能使Ca2+-Mg2+-ATP酶活性降低（P＜0.01，0.001）。与对

照组比较，阿托伐他汀 125、250、500 μmol/L均能降低线粒体膜电位（P＜0.001）。结论 阿托伐他汀高剂量可导致肝组织

损伤，其毒性作用通过破坏细胞的线粒体膜电位，抑制Na+-K+-ATP酶、Ca2+-Mg2+-ATP酶活性，细胞膜脂质过氧化，从而破

坏细胞内微环境的平衡，导致细胞凋亡和坏死。
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Abstract: Objective To study the hepatotoxic effects and mechanism of atorvastatin. Methods A total of 24 Wistar han male rats

were divided into control group, atorvastatin low dose group (68.5 mg/kg) and atorvastatin high dose group (205.5 mg/kg). The rats

were ig administered with atorvastatin according to the volume of 10 mL/kg. The rats in the control group were given 5% CMC-Na

with the same volume for 28 d. Serum AST, ALT, ALP, BUN, and CRE were measured 28 days later. Liver histopathology was

observed by HE staining. In vitro, HepG2 cells were subcultured and treated with atorvastatin for 24 h. The cell survival rate, MDA
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levels, Na+-K+-ATPase and Ca2+-Mg2+-ATPase activity, and the mitochondrial membrane potential were detected. Results Compared

with the control group, diffuse hepatocyte swelling and mitosis were more common in the high dose group of atorvastatin, and some

hepatocyte polarity disappeared and arranged disorderly (P < 0.05). Compared with the control group, ALT and AST levels in high-

dose group after administration with atorvastatin were significantly increased (P < 0.05, 0.01). In vitro, compared with the control

group, the cell viability rate was significantly inhibited by atorvastatin in concentration of 125, 250, 500 μmol/L (P < 0.05, 0.001).

Compared with the control group, the MDA content of HepG2 cells in the atorvastatin 500 μmol/L group was increased significantly

(P < 0.01). Compared with the control group, the activity of Na+-K+-ATPase was significantly increased in the atorvastatin 125 μmol/

L group, and decreased in the atorvastatin 500 μmol/L group (P < 0.001). Compared with the control group, 125, 250 and 500μmol/L

of atorvastatin reduced the activity of Ca2+-Mg2+-ATPase (P < 0.01, 0.001). Compared with the control group, atorvastatin 125, 250

and 500 μmol/L could reduce mitochondrial membrane potential (P < 0.001). Conclusion Atorvastatin can lead to liver tissue

damage, and its toxic effects may by inhibiting Na+-K+-ATPase, Ca2+-Mg2+-ATPase activity and increasing lipid peroxidation of cell

membrane, and destroying the mitochondrial membrane potential of cells, thus damaging the balance of intracellular

microenvironment and leading to cell apoptosis and necrosis.
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随着人们生活水平的提高，以动脉粥样硬化为

基础的心血管疾病发病率逐渐升高。血清中总胆

固醇或低密度脂蛋白胆固醇升高是心脑血管疾病

的主要危险因素之一［1］。临床研究表明［2］，他汀类

药物在减少高危患者的主要冠脉事件、冠脉手术和

降低卒中发生率方面的作用十分肯定。然而在临

床实践中，发现使用他汀类药物随剂量增大降脂作

用增加，但不良反应也会增多，最常见的不良反应

为血清转氨酶升高［3］。阿托伐他汀是一种全合成的

第三代他汀类药物，临床引发转氨酶升高的发生率

为 1.53%，较其他他汀类药物的安全性低［4］。为了

深入研究他汀类药物的肝毒性作用机制，本实验选

用阿托伐他汀进行体内和体外实验。

1 材料与仪器

1.1 动物

Wistar han 大鼠，SPF 级，雄性，体质量（300～

320）g，购自北京维通利华试验动物技术有限公司，

合格证号 SCXK（京）2013-0001，本实验所进行的所

有相关操作均在中国中医科学院中药研究所动物

伦理委员会的批准下进行，批准号20171015。

1.2 细胞

人肝癌HepG2细胞，为本实验室所储存。接种

于含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基中，37 ℃、5%

CO2的培养箱中培养，实验使用对数生长期的细胞。

1.3 试剂与仪器

1.3.1 试剂 阿托伐他汀原料药（湖北康宝泰精细

化工有限公司，批号 170311）；阿托伐他汀标准

品（中国食品药品检定研究院 ，批号 100509-

201804）；DMEM高糖培养基（Gibco公司，美国）；胎

牛 血 清（FBS）（Hyclone 公 司 ，美 国）；0.25% 胰

酶（Gibco公司，美国）；青链霉素混合液（Biotech公

司，美国）；二甲基亚砜（DMSO）（Sigma 公司，美

国）；3-（4，5-二甲基吡啶-2-基-5-（3-羧基甲氧基苯

基）-2-（4-磺苯基）-2H-四唑（MTS）：（Promega，美

国）；丙二醛（MDA）测试盒（南京建成生物工程研究

所，中国）；超微量 Na+-K+-ATP、Ca2+-Mg2+-ATP 酶测

定试剂盒（南京建成生物工程研究所，中国）；BCA

蛋白测定试剂盒（Thermo公司，中国）；线粒体膜电

位检测试剂盒（JC-1）（南京建成生物工程研究所，中国）。

1.3.2 仪器 多功能酶标仪（Molecular devices，美

国）；5424 R冷冻离心机（Eppendorf，德国）；40FR型

全 自 动 生 化 测 试 仪（日 本 东 芝）；石 蜡 包 埋

机（Shandon Histocentre 3）；切 片 机（Shandon

Finesse 325）；全 自 动 染 色 机（Shandon Varistain

Gemini）；显微镜及图像分析系统（Olympus BX51）；

ExcelsiorES型全自动脱水机；Histocentre3型石蜡包

埋机；Finesse325型切片机；Varistain Gemini型全自

动染色机（美国Shandon公司）。

2 方法

2.1 动物分组及给药

SPF级Wistar han大鼠 24只，实验前进行 5 d适

应性喂养，期间大鼠自由饮水、取食。依据体质量

分层随机平均分为 3组，分别为溶媒对照组、阿托伐

他汀高剂量组（205.5 mg/kg）、阿托伐他汀低剂量

组（68.5 mg/kg）。按照 10 mL/kg的药液体积给药，

各给药组使用 0.5% CMC-Na配制，溶媒对照组 ig等

体积5% CMC-Na。连续给药28 d后，禁食并处理全

部动物。

2.2 血清生化检测

腹主动脉取血，3 000 r/min，15 min，取血清，全
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自动生化仪检测天门冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙

氨酸氨基转移酶（ALT）、碱性磷酸酶（ALP）、尿素

氮（BUN）和血肌酐（CRE）的含量。

2.3 病理学观察大鼠肝组织病理的变化

取肝脏组织置于福尔马林中固定，经梯度乙醇

脱水，二甲苯透明，石蜡包埋后，4 μm切片，进行HE

染色，在显微镜下观察肝肾组织病理学变化。

2.4 HepG2细胞培养

细胞贴壁生长至 90% 时进行传代。使用 PBS

清洗细胞 2次，加入 1 mL 0.25% 胰酶均匀覆盖整个

培养皿，移至显微镜下观察，待细胞形态由多角形

变为圆形时，轻轻吸掉胰酶，加入 5～6倍体积的完

全培养基终止消化，将细胞轻柔吹打均匀，接种至

相应培养皿或培养板中即可，第 2天换液去除未贴

壁细胞。

2.5 HepG2细胞活力测定

细胞以 2×104个/mL 密度接种于 96 孔板，待长

至 90%时加入无血清DMEM培养基饥饿培养 24 h

后，弃原培养基，加入培养基或药物 37 ℃培养箱孵

育 24 h 后，弃去原液每孔加入 100 μL 无血清培养

基，再加入20 μL MTS溶液（全程避光操作），振摇均

匀，CO2恒温箱中孵育 2 h，酶标仪 490 nm测量吸光

度（A）值并计算细胞存活率。

2.6 HepG2细胞MDA测定

细胞以 1.2×106个/mL密度接种于 6孔板中，待

细胞长至 90%时加入无血清DMEM培养基饥饿培

养 24 h后，弃原培养基，加入相应培养基/药物孵育

24 h后每孔加入 300 μL 1%的 Triton-X100溶液，混

匀静置 1 min，使用细胞刮将各孔细胞收集至 1.5

mL Ep 管中，样本先进行蛋白浓度测定，再进行

MDA含量测定。

2.7 HepG2细胞Na+-K+-ATP酶、Ca2+-Mg2+-ATP酶

活性测定

细胞以适宜密度接种于 6 cm2皿，待融合度到

90% 时，使用无血清 DMEM 培养基饥饿培养 24 h

后，弃原培养基，加入相应培养基/药物孵育 24 h后

弃去原液，每皿加入 1 mL 1% 的 Triton-X100 溶

液（使用生理盐水配制，严禁磷污染），混匀静置 1

min，使用细胞刮将各孔细胞收集至 1.5 mL Ep 管

中，样本先进行蛋白浓度测定，再进行Na+-K+-ATP、

Ca2+-Mg2+-ATP酶活性测定。

2.8 HepG2细胞线粒体膜电位测定

细胞以适宜密度接种于 6 cm2 皿，待融合度

到 90% 时，使用无血清 DMEM 培养基饥饿培养

24 h 后，弃原培养基，加入相应培养基 /药物孵

育 24 h 后弃去原液，加 200 μL 0.25% 的胰酶进

行消化 ，1 000 r/min 离心 5 min，弃上清。加 1

mL 无血清 DMEM 重悬细胞，制成单细胞悬液。

按线粒体膜电位检测试剂盒（JC-1）操作，每孔

加 150 μL 至新的 96 孔板，用酶标仪先检测 JC-1

单体为绿色荧光，将激发光设置为 490 nm，发

射光设置为 530 nm 测定 A 值，再检测 JC-1 聚合

物为红色荧光，将激发光设置为 525 nm，发射

光设置为 590 nm 测定 A 值。用 A 红色 /A 绿色 衡量

线粒体去极化的比例。

2.9 统计学方法

使用 SPSS 21.0统计软件对实验数据激进行处

理分析，所得正态分布数据采用 sx ±      
     表示，多组间

比较采用单因素方差分析（one-way analysis of

variance ANOVA）检验。

3 结果

3.1 阿托伐他汀对大鼠一般状态、体质量、肝脏质

量和肝脏系数的影响

实验期间，各组大鼠的饮食饮水皆正常，空白

组大鼠毛色光泽，行为正常。阿托伐他汀高剂量组

ig 14 d后，出现腹泻，体质量增长迟缓等现象。

给药 28 d 后，与对照组比较，阿托伐他汀低剂

量组禁食体质量下降，肝脏质量升高，但无显著性

差异。与对照组比较，阿托伐他汀高剂量给药 28 d

后肝脏系数显著升高（P＜0.05），见表1。

3.2 阿托伐他汀对大鼠肝组织病理的影响

通过病理学观察发现，溶媒对照组大鼠给药 28

表1 阿托伐他汀对大鼠禁食体质量、肝脏质量和肝脏系数的影响（x̄± s，n=8）

Table 1 Effects of atorvastatin on fasting body mass，liver mass and liver coefficient in rats（x̄ ± s，n=8）

组别

对照

阿托伐他汀

剂量/（mg∙kg−1）

—

205.5

68.5

禁食体质量/g

353.4±13.2

321.2±25.2

344.3±16.9

肝脏质量/g

9.147±0.553

9.475±0.596

9.276±0.534

肝脏系数

2.587±0.106

2.937±0.246*

2.694±0.296

与对照组比较：*P < 0.05
*P < 0.05 vs control group
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d后肝组织未见明显的病理性损害。阿托伐他汀低

剂量组大鼠汇管区周围的肝细胞不同程度的肿胀，

可见核分裂相，部分大鼠肝细胞嗜酸性变，与对照

组比较，无统计学差异。阿托伐他汀高剂量组大鼠

肝细胞弥漫性肿胀，核分裂多见，部分肝细胞极性

消失，排列紊乱（P＜0.05）；结果见表2、3，图1。

3.3 阿托伐他汀对大鼠血清生化指标的影响

与对照组比较，阿托伐他汀高剂量组给药后血

清中 ALT和 AST显著升高（P＜0.05、0.01），ALP的

表达均升高，但无显著性差异，见表4。

3.4 阿托伐他汀对HepG2细胞存活率的影响

与对照组比较，阿托伐他汀 125、250、500 μmol/

L 能明显抑制细胞存活率，差异具有显著性意义

（P＜0.05、0.001），见图2。

3.5 阿托伐他汀对HepG2细胞MDA的影响

与对照组比较，阿托伐他汀 500 μmol/L HepG2

细胞 MDA含量明显升高，结果具有显著差异（P＜

0.01），见图3。

3.6 阿托伐他汀对 HepG2 细胞 Na+-K+-ATP 酶和

表2 肝脏病理学分级评分标准
Table 2 Liver pathological grading criteria

分级

-

+

++

+++

肉芽肿改变

肝组织结构正常，未见明显改变

肝内见少量肉芽肿

肝内见较多肉芽肿

肝内见大量肉芽肿

肝细胞肿胀

肝细胞形态正常，未见肿胀、变性

部分肝细胞轻微肿胀、变性，范围局限

较多肝细胞轻度肿胀、变性，范围较广

弥漫性肝细胞中度肿胀、变性

表3 阿托伐他汀对大鼠肝脏病理学的影响
Table 3 Effects of atorvastatin on liver pathology in rats

组别

对照

阿托伐他汀

n/只

8

8

8

剂量/（mg∙kg−1）

—

205.5

68.5

肉芽肿

-

8

8

8

+

0

0

0

++

0

0

0

+++

0

0

0

肝细胞肿胀

-

8

2

0

+

0

4

2

++

0

2

4

+++

0

0

2

肝脏病理改变汇总

-

8

2

0

+

0

4

2

++

0

2

4

+++

0

0

2

P值

—

>0.05

<0.05

 

 

     
A B C 

A-溶媒对照组；B-阿托伐他汀低剂量组；C-阿托伐他汀高剂量组

A-solvent control group；B-atorvastatin low dose group；C-atorvastatin high dose group

图1 大鼠肝组织的病理改变

Fig. 1 Pathological changes of liver tissue in rats

表4 阿托伐他汀对雄鼠血液生化指标的影响（
-x±s，n=8）

Table 4 Effect of Otovastatin on blood biochemical indicators in male rats（（
-
x±s，，n=8））

组别

对照

阿托伐他汀

剂量/（mg∙kg−1）

—

205.5

68.5

ALP/（U∙L−1）

126.5±21.74

226.67±36.85

273.60±48.58

ALT/（U∙L−1）

35.80±6.22

338.50±64.31**

58.80±32.84

AST/（U∙L−1）

148.60±24.10

561.00±151.70*

229.17±51.70

CRE/（μmol∙L−1）

48.00±5.80

83.67±43.20

51.67±3.20

BUN/（mmol∙L−1）

7.98±0.60

24.60±34.41

8.53±1.28

与对照组比较：*P < 0.05 **P < 0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group
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Ca2+-Mg2+-ATP酶的影响

与对照组比较，阿托伐他汀 125 μmol/L 能使

Na+-K+-ATP 酶活性增强，500 μmol/L 能使 Na+-K+-

ATP酶活性降低，差异具有显著性（P＜0.001）。

与对照组比较，阿托伐他汀 125、250、500 μmol/

L均能使能使Ca2+-Mg2+-ATP酶活性降低，差异具有

显著性（P＜0.01，0.001），见图4。

3.7 阿托伐他汀对 HepG2 细胞线粒体膜电位的

影响

与对照组比较，阿托伐他汀125、250、500 μmol/L均

能降低线粒体膜电位，差异具有显著性（P＜0.001），

见图5。

4 讨论

他汀类药物的主要毒副作用是肝细胞膜降解，

血清中转氨酶升高可作为指示指标，而 ALP、ALT

和 AST是反映肝功能受损的主要指标。在本研究

中采用 Wistar han雄性大鼠作为研究对象，并对动

物的血液生化和肝组织病理进行检测。病理结果

表明，阿托伐他汀高、低剂量组均对大鼠肝脏有损

伤作用。血清生化结果表明，阿托伐他汀高剂量对

大鼠的ALP有明显升高。根据已发表的病理报告，

对导致肝损伤的他汀药物进行分类，其中阿托伐他

汀属于A类，与 50例以上肝损伤相关，且能导致肝

损伤所致的死亡［5］。同临床报告数据相一致，本大
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图2 阿托伐他汀对HepG2细胞存活率的影响

Fig. 2 Effect of atorvastatin on survival rate of HepG2 cells
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图3 阿托伐他汀对HepG2细胞MDA的影响

Fig. 3 Effects of atorvastatin on MDA in HepG2 cells
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图4 阿托伐他汀对HepG2细胞Na+-K+-ATP酶和Ca2+-
Mg2+-ATP酶的影响

Fig. 4 Effects of atorvastatin on Na+-K+-ATP ase and

Ca2+-Mg2+-ATP ase in HepG2 cells
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Fig. 5 Effects of atorvastatin on mitochondrial membrane

potential in HepG2 cells

··2178



Drug Evaluation Research 第42卷第11期 2019年11月

鼠实验结果显示阿托伐他汀高剂量灌胃 1个月对大

鼠肝脏有毒作用。

在体外实验进行阿托伐他汀对 HepG2 细胞活

性的检测，结果显示阿托伐他汀能显著抑制HepG2

细胞活性，并呈剂量相关性。MDA 是脂质过氧的

产物，阿托伐他汀可使 HepG2细胞中 MDA含量增

加，导致肝细胞氧化损伤增加。Na+-K+-ATP 酶、

Ca2+-Mg2+-ATP 酶对于维持跨膜离子梯度和基本的

细胞功能及存活至关重要［6-7］。本实验研究发现，低

浓度阿托伐他汀使细胞内Na+-K+-ATP酶活性升高，

高浓度阿托伐他汀使细胞内 Na+-K+-ATP 酶活性降

低、并且使 Ca2+-Mg2+-ATP酶活性降低，从而破坏肝

细胞内Na+、K+、Ca2+、Mg2+离子平衡，引起细胞损伤。

线粒体功能异常是造成线粒体膜电位下降的

主要原因，可能会导致线粒体去极化、致凋亡蛋白

释放到细胞质中进而参与细胞凋亡［8］。在本研究

中，阿托伐他汀可导致HepG2细胞线粒体膜电位下

降，这一结果表明，线粒体膜电位的下降是阿托伐

他汀诱导HepG2细胞凋亡发生的关键所在。

总之，在体内实验中，阿托伐他汀高剂量可导

致大鼠血清中ALT和AST的升高，肝组织病理发生

损伤；在体外实验中，阿托伐他汀能明显抑制肝细

胞活性，破坏细胞的线粒体膜电位，抑制 Na+-K+-

ATP 酶、Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性，从而破坏细胞内微

环境的平衡，诱发细胞凋亡和坏死，最终表现出阿

托伐他汀对HepG2细胞的毒性作用。
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